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分 子 符 物 学 的 主要 内 容 是 研究 生物 大 分 子 的 结构 与 功能 的 
关系 。 因 此 ,了解 蛋 白质 的 结构 与 功能 是 了 解 分 子 生 物 学 的 重要 
组 成 部 分 。 但 是 ， 有 关 这 方面 的 参考 书 比 较 少 。R.E.Dickerson 
51. Geis 曾 写 过 一 本 非常 精彩 的 《有 蛋白质 的 结构 与 作用 》(The 
Structure and Action of Proteins，Benjamin 公 司 ，1969 年 出 
版 ) ,可惜 十 余年 来 此 书 尚 无 新 版 问世 。 

由 于 蛋白 质 三 维 结构 的 研究 日 益 增多 ， 决 定 蛋 白质 结构 的 
新 规律 也 随 之 不 断 出现 。 因 此 ,深入 了 解 蛋白 质 的 结构 必然 会 对 
进一步 了 解 其 功能 作出 贡献 。 近 年 来 将 定位 诱 变 (site-directed 
mnutagenesis) 与 DNA 重 组 技术 相 结合 研究 蛋白 质 结构 与 功能 的 
关系 有 了 很 大 的 突破 ， 并 且 由 此 而 产生 了 一 门 新 的 生物 技术 ， 
即 蛋 白质 工程 (protein engineering)。 可 见 蛋白 质 结构 与 功能 
的 研究 不 仅 具 有 重要 的 理论 意义 ， 而 且 还 会 在 工业 、 农 业 、 医 
药 等 应 用 上 产生 重大 影响 。 本 书 正 是 为 适应 这 方面 的 需要 编写 
而 成 ， 供 学 习 和 研究 生物 化 学 的 师 生 和 科技 人 员 人 参考 。 

本 书 蒙 美国 Duke 大 学 J. S. Richardson# 7% BMW Wy PA 
制 的 一 些 蛋 白质 三 维 结构 图 片 ， 这 些 精 彩 的 图 片 对 我 们 理解 蛋 
白质 的 结构 及 其 分 类 有 很 大 帮助 ， 编 者 致 以 深切 的 谢意 。 其 余 
插图 由 北京 农业 大 学 余 立 摩 同 志 绘 制 ， 在 此 一 并 致谢 。 
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一 、 蛋 自 质 在 生命 活动 中 的 重要 性 


生物 体 的 重要 组 成 物质 是 蛋白 质 和 核酸 。 脱 氧 核糖 核酸 
(CDNA) 是 遗传 信息 的 载体 。 但 是 遗传 信息 的 复制 、 传递 和 表达 
则 要 依靠 各 种 蛋白 质 才 能 完成 。 例 如 , 在 DNA 链 复制 过 程 中 ， 
以 各 种 核 苷 酸 作为 原料 ， 还 必须 有 各 种 酶 及 蛋白 质 才能 将 核 苷 
酸 按照 DNA 模 板 聚 合成 新 的 DNA 分 子 。 因 此 ,核酸 本 身 的 合成 


也 是 依赖 手 蛋 自 质 的 一 个 复杂 过 程 。 又 如 核糖 体 (ribosome) 


是 DNA 翻 译 成 蛋白 质 的 核心 ， 它 是 由 蛋白 质 及 RNA 组 成 的 微 
粒 。 近 年 来 已 经 证 明 在 核糖 体内 蛋白 质 合成 的 各 个 步 又 (包括 
起 始 、 转 位 、 终 止 以 及 释放 等 ) 所 需要 的 酶 类 都 存在 于 其 中 ， 
核糖 体 可 以 认为 是 一 个 翻译 工厂 。 至 于 动 植 物 各 种 生命 活动 中 
都 可 以 看 到 蛋白 质 在 起 着 重要 作用 。 例 如 ， 细 胞 质 中 的 细胞 骨 
# (cytoskeleton) 是 由 许多 种 蛋白 质 构成 的 三 维 网 状 结构 , 细 
胞 的 各 种 生命 活动 都 是 在 细胞 骨架 上 进行 的 。 生 命 的 运动 依赖 
于 各 种 运动 蛋白 。 氧 的 运输 要 靠 血 红 蛋 白 来 完成 。 动 物 机 体 对 - 
疾病 的 抵抗 力 是 由 免疫 球 蛋白 执行 的 。 细 胞 能 够 识别 “自己 ” 
与 “ 非 己 >, 是 靠 糖 蛋 白 的 特殊 功能 。 机 体 的 代谢 活动 要 依赖 各 
种 酶 和 激素 来 完成 ， 酶 和 激素 也 是 蛋白 质 (有 些 激素 是 分 子 量 


ar 生 D 司 


较 小 的 肽 )。 可 见 蛋白 质 在 生命 活动 中 无 所 不 在 。 最 近 发 现 的 羊 
Wei (scrapie) 的 病因 是 一 种 最 简单 的 具有 感染 性 的 蛋白 
因子 〈 称 为 prion) 引起 ， 它 是 比 类 病毒 还 小 的 微生物 , 至 今 沿 
未 检查 出 其 中 含有 核酸 物质 ， 而 只 是 一 种 蛋白 质 颗 粒 。 虽 然 此 
问题 还 有 待 进一步 研究 ， 但 却 给 我 们 提出 了 一 个 新 的 启示 。 

研究 蛋白 质 的 功能 需要 深入 了 解 它们 的 结构 ， 特 别 是 空间 
结构 〈 三 维 结构 ), 因 为 结构 决定 功能 。 生 命 的 功能 和 它 的 结构 ， 
二 者 是 同一 的 。 有 什么 样 的 结构 必定 有 什么 样 的 功能 ， 反 之 亦 
然 。 例 如 ， 酶 蛋白 的 催化 功能 只 有 在 彻底 型 清楚 酶 的 活性 中 心 
与 确 物 如 何 结合 并 且 如 何 反 应 才 算 真正 了 解 那 种 酶 的 作用 机 
理 ， 象 溶菌 酶 就 是 这 样 。 在 蛋白 质 结构 的 研究 中 ，Perutz 对 血 
红 蛋 白 〈Hemoglobin) 的 构象 了 解 得 最 深入 , 并 且 弄 清楚 了 血 
红 蛋 白 与 氧 分 子 结合 后 构象 的 改变 ， 从 而 冰 述 了 机 体 中 氧 和 二 
氧化 碳 的 运载 过 程 。 肌 肉 及 非 肌 细胞 的 收缩 蛋 自 〈contractile 
proteins) 经 过 几 十 年 的 深入 研究 ,已 经 对 它们 的 结构 有 了 详细 
的 了 解 。 因 此 , 我们 才能 说 明 肌 肉 收缩 与 非 肌 细 胞 运动 的 机 理 。 
玫 十 年 来 人 们 对 免疫 球 蛋白 (immunoglobulin) 结构 的 大 量 研 
究 工 作 ， 不 但 对 免疫 学 的 进展 作出 了 重要 贡献 ， 而 且 在 临床 上 
也 发 挥 了 很 大 作用 。 即 使 在 植物 方面 研究 得 较 少 ， 但 是 近年 来 
ANB O REE, ees ae 
究 也 在 推动 着 植物 生物 化 学 的 发 展 。 

因此 ， 我 们 将 在 本 书 的 前 七 章 中 详细 介绍 蛋白 质 结构 原 理 
的 最 新 进展 ， 并 辅 以 最 新 的 插图 ， 以 帮助 读者 理解 蛋 自 质 的 构 
象 ， 在 后 七 章 中 我 们 将 详细 讨论 几 类 重要 蛋白 质 的 结构 与 功能 
的 关系 以 及 蛋白 质 的 进化 ， 帮 助 读者 理解 生物 界 的 奥秘 。 


a ee 


二 、 和 蛋白 质 结构 的 一 般 概 念 
性 由 质 结构 的 研究 很 早 即 已 开始 受到 许多 科学 家 的 关注 ， 


| 并 提出 了 多 种 假说 ， 但 是 一 直 没 有 一 个 是 令 人 满意 的 理论 。 直 
”到 1952 年 丹麦 生物 化 学 家 Linderstrom-Lang 第 一 次 提出 蛋白 


质 结 构 的 三 级 结构 的 概念 ， 才 使 蛋白 质 结构 的 研究 走 上 了 正 
确 的 道路 。Linderstrom-Lang 的 三 .级 结构 概念 是 ;一 级 结构 
(primary structure) 是 指 多 肽 链 中 氨基 酸 的 顺序 (sedquence)。 
靠 共 价 键 维持 多 肽 链 的 连接 ， 而 不 涉及 其 空间 排列 ， 二 级 结构 


(secondary structure) 是 指 多 肽 链 骨 架 (backbone) 的 局 部 空 


间 结 构 ， 不 考虑 侧 链 的 构象 (conformation) -及 整个 肽 链 的 空 


PRA, SMe (tertiary structure) 则 是 指 整个 肽 链 的 折 
， 迁 情 况 ， 包 括 侧 链 的 排列 ， 也 就 是 蛋白 质 分 子 的 空间 结构 或 三 
_ 维 结构 (three dimensional structure)。 自 从 这 一 概念 提出 坟 


来 ,立即 得 到 科学 家 的 接受 。1958 年 , 英国 晶体 学 家 Bernal 在 


: 研究 蛋白 质 晶体 结构 时 发 现 ， 并 非 所 有 蛋白 质 的 结构 都 达到 三 
级 结构 水 平 庆 而 有 些 蛋白 质 则 有 更 复杂 的 结构 ， 即 由 儿 个 构成 


蛋白 质 的 亚 基 (subunit ) 结合 成 几何 状 排列 , 许多 蛋白 质 是 由 
相同 的 或 不 同 的 亚 基 组 成 ， 并 靠 非 共 价 键 结合 在 一 起 ， 他 将 这 
种 结构 称 为 四 级 结构 (quaternary structure), WARARY 
一 、 二 、 三 、 四 级 结构 的 概念 已 由 国际 生化 协会 (IUB) 的 A 
化 命名 委员 会 采纳 并 作出 正式 定义 。 目 前 蛋白 质 的 一 级 结构 已 
由 Sanger 提 出 的 第 一 个 胰岛 素 (insulin) 顺序 发 展 到 1700 多 种 
蛋白 质 ， 三 级 结构 也 由 Kendrew 及 Perutz 提出 的 肌 红 蛋白 


(myoglobin) 及 血红 蛋白 (hemoglobin) 的 开创 性 研究 迅速 发 


展 起 来 。 现 在 已 经 有 200 多 种 蛋白 质 〈 包 括 酶 ) 的 三 维 结构 利用 
ee 了 。 


和 -射线 衍射 技术 在 不 同 分 辩 率 水 平 上 得 到 了 阐明 ， aa * 
我 们 对 蛋白 质 结构 的 认识 。 

由 于 目前 已 有 200 多 种 蛋白 质 三 维 结构 (3-D structure) 
的 研究 资料 ， 大 大 丰富 了 我 们 对 蛋白 质 空间 结构 规律 的 试 识 ， 
因此 ， 蛋 白质 四 级 结构 水 平 的 概念 已 不 能 满足 我 们 的 要 求 。 因 
此 近年 来 蛋白 质 化 学 家 又 在 四 级 结构 水 平 的 基础 土 增加 了 两 种 
新 的 水 平 ， 即 超 二 级 结构 (Supersecondary structure) Fil Hye 
(structural domain) 。 超 二 级 结构 是 1973 和 车 Rossman 提出 的 ， 
。 是 指 儿 种 二 级 结构 的 组 合 物 存在 于 各 种 结 梅 中 。 结 构 霹 的 简 念 
是 由 免疫 化 学 家 Porter 提出 的 ， 是 指 蛋白 质 分 子 中 那些 明显 分 
开 的 球状 部 分 。 如 动物 的 免疫 球 蛋 白 Us G) 侣 有 12 个 结构 域 。 
现在 已 有 很 多 种 蛋白 质 被 证 明 含有 明显 的 结构 域 。 这 两 种 新 的 
概念 目前 已 被 生物 化 学 家 及 分 子 生 物 学 家 所 公 庆 。 现 在 我 们 用 
图 1"1 及 图 1' 2 表示 蛋白 质 结构 的 六 种 水 平 ， 人 
解 。 

由 于 蛋白 质 晶体 学 的 发 展 ， 今 后 将 有 越 来 越 多 的 蛋白 质 的 
三 维 结构 被 阐明 ， 并 且 将 会 从 中 找 出 更 多 的 结构 规律 ， 从 而 深 
入 了 解 蛋 白质 结构 与 功能 之 间 的 关系 ， 从 分 子 水 平 上 解释 生命 
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图 1*1 球状 蛋白 结构 的 不 同 水 平 
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‘ARLE (protein engineering) 的 新 技术 , 利用 现代 生物 技术 
是 改造 蛋白 质 分 子 结构 ， 使 之 更 符合 人 类 的 需要 ， 如 提高 酶 的 活 - 
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图 1.2? ”蛋白质 各 级 结构 的 示意 图 


性 等 。 使 蛋白 质 生 物化 学 的 理论 知识 应 用 于 生产 实际 ， 将 对 人 
类 作出 更 大 的 贡献 。 
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二 章 ”一 级 结构 


一 、 引 言 


蛋 自 质 的 一 级 结构 (primary srtucture) 是 Linderstron-Lang 
首先 提出 的 。 在 此 以 前 ， 基 于 蛋白 质 结构 的 理论 异常 混乱 ， 出 
现 过 不 少 错误 的 概念 ， 如 二 酮 二 所 六 环 学 说 。 自 从 Linderstron 

”=-Lang 提 出 蛋白 质 结 构 三 种 层次 的 概念 及 Bernal 关 于 四 级 结构 

“的 补充 之 后 ， 蛋 白质 化 学 的 研究 才 走 上 了 科学 的 和 迅速 发 展 的 

”道路 。 

BARRA RF (biopolymer), A ize 

”20 种 氨基 酸 组 成 的 ， 而 组 成 多 肽 链 的 氨基 酸 残 基 有 一 定 的 排列 

“顺序 (seduence) 。 因 此 ， 蛋 白质 一 级 结构 的 概念 就 是 指 蛋白 质 分 

” 子 中 氨基 酸 的 顺序 , 通常 一 级 结构 还 包括 二 硫 键 ( 一 S 一 S 一 ) 的 

定位 ， 因 为 有 些 蛋白 质 分 子 由 二 条 以 上 的 肽 链 组 成 ， 链 间 半 胱 

氨 酸 残 基 常 结合 成 二 硫 键 ， 即 胱 氨 酸 ， 如 溶菌 酶 (图 2.1)。 

英国 生物 化 学 家 FE, Sanger 经 过 近 10 年 的 研究 ， 利 用 氨基 
末端 分 析 技 术 、 纸 电泳 、 纸 层 析 等 方法 ， 于 1953 年 首次 将 胰岛 

素 (insulin ) 的 一 级 结构 的 奥秘 揭 开 ， 开 创 了 蛋白 质 化 学 的 新 纪 

元。 此 后 ， 由 于 更 多 的 蛋白 质 化 学 技术 ， 如 羧基 末端 分析 、 

Edman 降解 等 ， 特 别 是 Moore 与 Stein 的 氨基 MB 自动 分 析 仪 


人 


Cay «> 5、Catboxyl end 
全 0 
“ey 


| fs 
Amino end 儿 Ga") 


图 2*1 溶菌 酶 (Lysozyme) 的 氨基 酸 顺 序 
〈 图 中 黑 点 代表 半 胱 氨 酸 ) 


(amino acid analyser) #iJ Edman jy & Aji ji FR A (Protein 
sequencer) 2H, BA RMF MRA MM a RF, ORAS 
HEARH-RAYMEARMEBW., AMEE Se 
PPL SMA iS Be EW 
”近年 来 由 于 核酸 一 级 结构 研究 技术 的 发 展 异 常 迅速 ， 特 别 
是 DNA 顺 序 的 测定 ,利用 育 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 (polyacrylamide 
gel electrophoresis) 可 以 很 容易 地 测定 出 脱氧 核糖 核 芽 酸 的 顺 
序 。 因 此 ， 测 定 出 DNA 顺 序 后 ， 就 可 以 利用 遗传 密码 字典 将 碱 
基 编 码 的 氨基 酸 残 基 确 定 ， 从 而 可 以 获得 蛋白 质 的 一 级 结构 。 
”这 项 研究 工作 现在 已 有 不 少 报告 ,并 且 证 明 由 DNA 顺 序 判断 的 
氨基 酸 顺 序 与 由 蛋白 质 测定 的 结果 是 完全 一 致 的 。 当 然 对 真 核 
细胞 来 说 , 则 要 排除 其 中 插入 的 顺序 (intervening sequence) 或 
:办 含 子 (intron)， 才 能 获得 蛋白 质 一 级 结构 的 真正 顺序 。 


re 


， ， 蛋白质 是 由 20 种 氨基 酸 组 成 的 ， 所 有 这 些 氨 基 酸 (甘氨酸 
除外 ) 都 属于 I- 构 型 (L-configuration)， 它 们 是 在 生物 合成 时 
在 核糖 体 上 一 个 一 个 装配 上 去 的 。 不 过 ， 有 不 少 氨基 酸 残 基 在 
翻译 后 可 以 进行 化 学 修饰 ， 如 甲 基 化 、 磷 酸化 , 糖 基 化 、 羟 基 化 、， 
氧化 或 与 辅 基 连 结 。20 种 蛋白 质 氨基 酸 残 基 的 结构 ， 残 基 重 量 
”以 及 它们 的 缩写 列 于 表 2.1 中 。 一 些 较为 常见 的 修饰 过 的 残 基 
的 结构 及 其 在 蛋白 质 中 存在 的 例子 则 列 于 表 2.2 中 。 


Js 


352-1 20 种 蛋白 质 中 的 氨基 栈 


氨 基 酸 Ree nae 在 蛋白 质 中 所 基 酸 的 结构 Aas 
母 缩写 “ 母 缩写 道 尔 顿 ) 
smear TET a eae 
cn, 
精 氨 酸 Arginine OATS 及 一 NE 一 CH 一 CO 一 156.2 
(CH2)s 
NH 
-Na 
NE 
FA WR Asparagine Asn N —NH—CH—CO— 114.1 
| CH, 
conti, 
天 冬 氨 酸 Aspattic acid) Asp D  -—NH-—CH ces 115.1 
(KA Bi BHR Aspargine or : CH, 
RAB Maspartic acid) Asx B boon 
+ it AM Cysteine Cys C  —NA-CH-Cee 103.1 
CH2SH 
Amp Glutainie acid Glu G —NH—CH—-CO— 129.1 
CH, 
di, coon 
4 Aw RG lutamine Gln Q 一 NH 一 CH 一 CO 一 128.1 
( 谷 氨 酸 或 Glutamic acid ! oe 
4 Bi KOT Glutamine) Gix Zz CH coNH， 
甘氨酸 Glycine Gy GG  —NH-CH2—co— 67.1 


ee 


e 10 e 


a. aS ates 


AER 
司 
四 


ee 


m 2 酸 三 个 字 “单个 字 “在 蛋白 质 中 氨基 酸 的 结构 残 基 重 量 
母 缩写 ” 母 缩写 ( 道 尔 顿 ) 


‘4 Mm Histidine His H —NH-—CH—CO— 137.2 
CH, 
| 
“Sy. 
on 
\N 
\ 
H 
53 AM Isoleusine Ile I 一 NH 一 CH 一 CO 一 113.2 
| 
车 
CH2CH， 
亮 氨 酸 Leusine Leu L —NH—CH—CO— 113.2 


CH, 
| 
C H—CH; 


CH; 
_ MAM Lysine Lys K 一 NH 一 CH 一 CO 一 128.2 


(CH2)4 
, NH, 
Git AR Methionine Met M 一 NH 一 CH 一 CO 一 131.2 
. CH, 
CH, 


| S—CH; 
#W2AM Phenylalanine Phe F 一 NH 一 CH 一 CO 一 147.2 


MAR Proline Pro P 一 N 一 CH 一 CO 一 97.1 


e NT 


续 表 2 


气 基 酸 : 三 个 字 BTS pean yey SEER 
Bae aS CAD 
4 Am Serine Ser —NHACH-c U— at] 87.1 
| 
CH2OH 
苏 氨 酸 Threonine Thr -一 NH 一 CH 一 CO 一 101.1 
CHOH 
CH; 
& AM Tryptophan Trp NEC eae 186.2 
CH, ? 
ait . 
Np 
上 | 
H 
BAR Tyrosine Tyr —-NH—CH-—-CO— 163.2 
fede: 
CH, 
> 
| 
OH 
4 2 Valine : Val —-NH-CHhsGoe 99,1... 
re | 
CH—CH; 
CH, . 


#22 蛋白质 中 天 然 存在 化 学 修饰 的 残 基 的 一 些 例子 


4 酸 
N- 三 甲 基 丙 氨 酸 
N?"- 甲 基 精 氨 酸 


| N°-(ADP- #8) aR 
N{4-(N- 乙 酰 氮 基 葡 萄 糖 )- 天 冬 酰 氮 


SA k + 


E.coli BWA RA Lil 
组 蛋白 

E.coli xm DNA WRNARAB 
SHRESG, MEA 


e J2 « 


LLL ET 


Ez A kh * 


Be RR 


, 多 种 蛋白 质 

SS- 半 胱 氨 酰 一 血红 素 细胞 色素 C 

S-( 二 酰基 甘油 ) 半 胱 氨 酸 E.coli 外 膜 胞 壁 质 脂 蛋白 
_Y- 羧 基 谷 氨 酸 hee 

o-(ADP- #8) 4B 鼠 肝 富 赖 氨 酸 的 组 蛋白 : 
T- 甲 基 组 氨 酸 肌 动 蛋白 

Ne- 甲 基 赖 氨 酸 

N6- 二 甲 基 赖 氨 酸 上 核糖 体 蛋白 及 组 蛋白 
N6-= Pat ha 

N6-(7-@ BE) Bi BEA, PER 

N¢-4: HAM 246 

IW TE Fe MR RRR AEE 
«Re RM sM, Pydinoline 
5-H EMA, 1-H 
| 08-25 FH BEE oe MD EL 
03 R WEA 《包括 酷 蛋 白 、 糖 原 磷酸 化 本 

RAE) 


 O8-FRHAM 


三 、 研 究 一 级 结构 的 方法 


目前 测定 蛋白 质 氨 基 酸 顺序 (amino acid sequence) 的 程序 
FERRE Moore 与 Stein 的 基本 战略 。 它 先 将 多 肽 链 降解 成 足够 得 
的 顺序 以 便 得 到 整个 顺 序 。 蛋 白质 顺序 测定 包括 以 下 步 观 ， 
(D 蛋白质 的 纯化 ; (2) 测定 氨基 末端 及 羧基 末端 的 氨基 酸 ， 
《3 六 至 少 以 两 种 方式 将 多 肽 专 一 地 断裂 成 小 的 片段 !- (4) 分 离 
关 测 定 用 不 同 断裂 方式 获得 的 小 肽 的 顺序 (5》 根据 小 肽 顺序 


° [3 
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下 面 是 测定 蛋白 质 顺 序 的 战略 : 


(1) 


(2) 


A 


(3 


(4) 


(5) 


~ (6) 


蛋白 质 的 纯化 (均一 ) 

(a) BE We HTK 

(b) AERA 

测定 

(a) 目 动 顺序 仪 测定 N 末 端 可 达到 70 个 残 基 - 
(b) 裂 解 

(i) 酶 法 :如 胰 蛋 白 酶 、 PEA. Nig 2h Bad BB 
(ii) 化 学 法 ， 如 省 化 氰 (CNBr) 法 

3 fe Jaa WK Be 9 246 

(a) 高 效 液 相 色谱 (HPLC ) 

(b) 纸 电泳 

(i) AA jalpH 

(ii) 下 行 层 析 

氨基 酸 分 析 以 确定 肽 段 性 质 

(a) 纯 度 

(人 b) 组 成 

(c) 含 量 

顺序 测定 

(a) 自 动 顺序 仪 测定 : 可 达 20 个 残 基 

(b) 手 工 顺序 测定 
(i)Dansy1 氯 法 

(ii)Edman 降 解法 

(c) 确 定 氮 基 酸 顺序 

HE AS ASS Ve HK Be FE, HA AR RAN 


以 确定 整个 顺序 
e@ 了 4 ee 


SH 末端 测定 


—>)>—)— 
UKPS TCS Lh 2 SRT 


下 面 我 们 比较 详 细 地 讨论 蛋白 质 一 级 结构 测定 的 具体 步 


又 。 
” 一 级 结构 的 测定 首先 是 蛋白 质 的 纯化 ， 只 有 均一 的 蛋白 质 
才能 进行 顺序 的 测定 。 

如 果 某 些 蛋 白质 分 子 是 由 两 个 以 上 肽 链 组 成 的 话 ， 测 定 它 
们 的 一 级 结构 时 ， 第 一 步 须 将 其 中 的 二 硫 键 断 裂 ， 通 常 是 用 过 
甲酸 ( 即 过 氧化 气 + 甲酸 ) 将 二 硫 键 氧化 或 用 琉 基 乙醇 将 二 硫 键 
BR, MPA 


© 715 e 


? 
HC—OGH 


(ARR CT 
| 


ewCH- . O- 
Wee 7 ET AR 


Ae TAG va NS | 
EES“ NS 


人 一 CH~ 
SCH,COO- S—CH,CH,CN 
蛋白 质 顺 序 测 定 的 第 二 步 是 测定 肽 链 的 氨基 CN) 未 端 和 羧 
基 (5) 末 端 。 目 前 测定 氨基 末端 的 方法 很 多 。 最 早 是 用 Sanger 
AY — ££ 45 (Fluorodinitrobenzene, 简称 EDNB ) 法 ， 用 EDNB 
处 理 蛋 白质 后 ， 随 之 用 6N 盐 酸 水 解 ， 释 放出 EDNB 标 记 的 N 端 
氨基 酸 ， 此 氨基 酸 带 有 黄 颜色 ， 可 以 用 薄 层 层 析 (Thin layer 
_ chromatography, TLC ) 或 纸 电 泳 进行 鉴定 。 


REA Ss a ‘s 
Veena 
7 CH ts as 大 4 6 ‘9 
ONC) Fe NH Ye” Sch WO oh Nid of 
2 a Sie tex Re 
NO, 
R-HER “ | Raa 


R, Oo Re fe) 
c | Vi + : 4 
‘ NH--CH~C + NH3 一 CH 一 C + cee 
; O3 所 


羧基 末端 的 测定 通常 采用 羚 肽 酶 (Carboxypeptidase) 法 。 
e 76 e ry 


BOOKA UCAS RAE ALIN HE. THT ALE WA APE 
可 用 各 种 层 析 法 鉴定 。 


2 7 
R 
4 ay a) 0 
a a = ” i {| $3 DARE NH toby’ 
NH;~CH. NN Den a 3 \o: 
C7 ‘cH Oo 
tl | 十 
O PRo。 R， 


NHy—CH—CO : 

AP — HE KH S AE Oe IL BY AKER (peptide 
fragmentso); 以 便 进 一 步 进 行 顺序 分 析 。 通 常 我 们 采用 肽 链 内 切 
酶 (endopeptidase) 如 胰 蛋 白 酶 (trypsin)、 胃 蛋白酶 (papsin)、 
胰 凝 乳 蛋白 酶 (chymotrypsin) 及 木瓜 蛋白 酶 (papain)， 这 些 酶 
的 特征 是 分 别 在 蛋白 质 的 专 一 部 位 上 催化 肽 链 的 裂解 ， 其 裂解 
部 位 如 下 ， 


¥ 


& eas = BA wb? ©: yo 


>| 
RE oa Bren, — of ies 


mas nef ir \ L 飞 访 on of EE Pik 
Phe tyr: H 
和 | 路 


KRE 9 RCH) ol 

| Lys. Leu, also Arg,Gly 

此 外 ;还 有 一 个 化 学 法 可 以 断裂 多 肽 链 ， 这 就 是 省 化 氰 法 
(Cyanogen bromlde)。 这 个 反应 能 够 专 -~ 地 断裂 甲 硫 氨 酸 ， 


使 甲 议 所 酸 变 成 高 丝氨酸 内 酯 (homoserine lactonc), 


eji7e 


~ NH 
HL cH —S—CHy 
Yr RAR 


te 二 
o=¢- oe . BRA He 


忆 
HC 一 Rs 


‘[ex]—e-0 


二 
CH,SCN 


由 蛋白 质 断 裂 得 到 KE 通常 可 以 用 离子 交换 层 析 法 分 
开 , 分 离开 的 肽 段 既 可 以 氨基 酸 自动 分 析 仪 测定 其 氨基 酸 组 分 ， 
也 可 测定 其 顺序 (sequence), FERRI 序 的 测定 是 用 Edman 降 
解法 ， 从 多 肽 的 氨基 末端 一 步 去 掉 一 个 氨基 酸 残 基 ， 然 后 进行 
west, FASE GLARE (phenylisothiocyanate) 5 FR 端 氨 基 酸 结 
合 形成 肽 基 葵 甲 氨 酰 肽 ， 用 盐酸 温和 水 解释 放出 氨基 末端 的 乙 
ABE GR AER. KMS RE RRA RRR 
析 HPLC 法 ) 鉴 定 它 是 哪 种 氨基 酸 。 
现在 已 经 设计 并 生产 出 蛋白 质 / 肽 顺序 仪 Ca 
sequencer ) , 使 Edman 降 解 步骤 可 以 自动 化 ,大 大 加 速 了 蛋白 质 
顺序 的 研究 。 例 如 ， 美 国 Beckman 仪 器 公司 的 新 产 品 890 系 列 下 
白质 顺序 仪 ， 每 恒 夜 可 以 测定 36 个 氨基 酸 残 基 。- 


8 9 


| 


ne aa 


N NH OS NA 
f = ai pny 
wt (= io aes \ | 
aaETe 7B NRASRH LAM 
0. Mee iy Ge AHRAER 
和 ;一 CH ss 二 ， NH, 
=O oOH- ， Ye HCI ReH 
HN Ay c=9 
, . RCH ‘ - HN® 
ggg cca es il Ri 一 Ch 
4 3 4-o 
R: 一 CH HN sas | 
or .  Fy-GH R,—CH 
ae) ee COOH | boon 
Ri ART RR RR RA 
COOH . 
Do Ak i NHR 


: piety: (Dansyl chloride method), Hastley 于 1970 
机 BA 〈5- 二 甲 氨 基 蔡 -7- 磺 酰 


CBs CH3 - a chee 
OR 
pH9.7 
+ ENEacoaniteaco-。 ， 
SO>NHCHCO-NHCHCO… 
| i 
Rr 
: SY Ht ' 
| | CH; CHs 
. sa 
= N 
Ro 


+H2N CHCOOHt=-* 


~ SO,;- NHCHCOOH | 
1 
Ri 
© 19 « 


| 
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所 形成 的 衍生 物 在 以 后 用 酸 水 解 时 很 稳定 ， 他 认为 这 是 一 个 通 
当 的 N- 末 端 试 剂 ， 比 Sanger 试 剂 的 灵敏 度 至 少 高 100 倍 ,这 个 试 量 
剂 与 多 及 的 反应 如 下 ， 


oY 
se 
NOz Re 下 ra 
FDNB ik 
O R A, 
: Y Ri H it “ 29 BR 
O2N: NH —CH - ry N- sia c-N- CH- -cf — 
NO2 eee 3 te H | 
Ri Re ;区 六 
j 0 + i. ; Pie) 2 
pnN《_ > NE-GS + NH3;- CHC yes + 7 
D- 
NO, 
4 #1 FDNBAZR 


最 初 用 高 压 电 泳 法 分 离 水 解 后 形成 的 DNS 氨基 酸 ; 而 后 来 
BLA Ag Bik (polyamide) i RT, BRA Bee, AL BE 
hae Ae oT FY 4S BE ae ER (2-2), 
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他 NsoHC 移 AspAr 


图 2。2 FRB Ree 
(DNS NH. iW EHNA AR, 已 经 丹 
磺 酰 化 ， 发 荧光 ) 


a 20 e : 
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下 一 旦 获得 各 别 肽 段 的 顺序 之 后 ， 下 一 步 还 要 了 解 它们 在 完 
蛋白 质 中 是 如 何 连接 在 一 起 的 。 这 需要 用 两 种 不 同 的 断裂 多 
链 的 方法 进行 顺序 分 析 。 因 为 两 组 顺序 测定 的 结果 有 重 迭 顺 
(overlapping seguences)， 这 就 可 用 以 确定 蛋白 质 的 整个 顺 


23 fi Cooelacanth) 肌肉 牢 的 磷酸 丙 糖 异 构 酶 | (triose 
hosphate isomerase) 的 氨基 酸 顺序， 就 是 Kolb, Harris ~ 
Bridgen(1974) 用 上 述 方法 测定 出 来 的 。 这 个 蛋白 质 共 含 248 个 
氢 基 酸 残 基 。 他 们 采用 ;CNBr 法 或 胰 蛋 白 酶 法 将 这 个 蛋白 质 分 
别 裂 解 为 3 个 肽 段 (CNBrI 一 CNBrII) 或 4 个 肽 段 (Ti 一 T4) ,然后 
再 用 Edman 降 解法 及 羧 肽 酶 法 鉴定 出 各 肽 段 的 氨基 酸 顺 序 。 


四 、 研 究 蛋 白质 一 级 结构 的 意义 


研究 蛋白 质 一 级 结构 对 我 们 了 解 蛋 白质 -结构 与 功能 的 关 
系 、 生 物 进 化 区 及 蛋白 质 结构 的 预测 等 重要 生物 学 问题 都 具有 ， 
重要 意义 ， 下 面 我 们 加 以 简单 的 讨论 。 

1. 一 级 结构 与 功能 的 关系 

蛋白 质 中 氨基 酸 顺 序 与 生物 功能 具有 密切 的 关系 ， 特 别 是 
蛋白 质 与 其 他 生物 大 分 子 的 相互 作用 都 是 由 氨基 酸 顺 序 决定 
的 。 倒 如 ; 红细胞 膜 的 膜 蛋白 中 的 血型 糖 蛋白 (Blycophorin ) 的 
一 级 结构 就 与 生 临 膜 的 结 有 重要 关系 。 血 型 糖 蛋白 分 子 量 为 
34000， 含 糖 量 约 为 60% ， 由 131 个 氨基 酸 残 基 组 成 。 它 的 分 子 
SAUER, 其 中 吐 液 酸 含量 很 高 。 血 型 糖 蛋白 分 子 一 部 
从 他 于 细胞 的 外 面 〈 图 2。3)， 为 氨基 末端 部 分 ， 含 有 糖 残 基 ， 
是 杂 水 交 肽 段 ; 中 间 的 部 分 位 于 细胞 膜 的 中 央 ， 由 下 水 的 氨基 
酸 组 成 ;还 有 一 部 分 位 于 细胞 的 内 部 ， 也 是 亲 水 的 肽 段 。 
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由 于 这 三 部 分 氨基 酸 残 基 顺 序 不 同 ， 分 别 与 它们 的 功能 
有 关 。 如 细胞 外 的 部 分 含有 BEBE 链 ; 与 细胞 识别 (cellulaf 
recognition) 有 关 。 血型 糖 蛋白 的 中 央 部 分 由 于 由 下 水 残 基 组 
成 ， 故 与 生物 膜 的 膜 脂 (membrane lipid) 紧 密 结合 在 二 起， 细 
用 内 的 部 分 由 于 是 亲 水 的 ， 故 能 溶 于 细胞 质 之 中 。 

蛋 昌 质 与 核酸 的 结合 也 与 蛋白 质 顺序 有 密切 关系 。 例如 ， 
在 真 核 生 物 的 染色 体 中 DNA 是 与 组 蛋白 (histone) 结 侣 的 ,其 引 
合 的 部 位 依靠 蛋白 质 中 氨基 酸 残 基 所 带 的 电荷 。 小 牛 组 蛋白 含 
有 129 个 氨基 酸 残 基 ， 在 前 36 个 氨基 酸 中 有 12 个 带 有 正 电荷 (如 
Lys，Arg 等 )， 而 不 带 负 电荷 ， 因 此 ， 这 部 分 肽 段 能 与 DNA 双 
螺旋 中 带 负电 荷 的 磷酸 基 团 相 结合 ， 而 其 余部 分 则 折 迭 成 球状 
(图 2.4)。 


ang Sainid 
ot | 从 


图 2.3 si 9FZE A (Glycophorin) 2-4 het Ta 
在 生物 膜 上 的 结构 


as ZZ 。 


A, 


'g 
4 
¢ 
加， 正常 人 血红 蛋白 (hemoglobin)p8 链 的 N 端 部 分 顺序 如 下 : 

HbA Vale His 。Leu。Thr Pro 。GI。Glu。LySs.…… 

HbS Val - His » Leu + Thr « Pro + Val + Glu « Lys:++++: 
但 是 ， FB BR) GH IA (sickle cell anemea)jG \ AMZ EA 
(HDS) 的 顺 序 发 生 了 改变 ， 第 6 NA RBKT MAM, 
Pauling 将 这 种 现象 称 为 分 子 病 (molecular disease) 。 这 个 问题 
以 后 在 第 十 一 章 中 我 们 还 要 详细 讨论 。 

2.。 蛋 白质 的 一 级 结构 与 生物 进化 

从 看 自 质 一 级 结构 的 比较 研究 充分 证 实 了 达尔 文 《C。 
Darwin) 进 化 论 的 正确 。 例 如 ， 从 低 等 生物 到 高 等 生物 中 细胞 
色素 C 一 级 结构 的 比较 ， 从 销 椎 动物 血红 蛋白 一 级 结构 的 比较 ， 
所 绘制 出 的 进化 树 (evolutionary tree) 与 分 类 学 研究 的 结果 完 
全 一 致 。 由 此 可 以 看 出 ， 生 物 的 进化 过 程 与 蛋白 质 顺序 的 变化 
褒 在 密切 关系 ， 这 个 问题 我 们 将 在 第 十 四 章 详细 讨论 。 

3. 从 蛋白 质 的 一 级 结构 预测 其 二 、 三 级 结构 

研究 蛋白 质 一 级 结构 的 一 个 重要 目的 是 利用 氨基 酸 顺 序 的 
资料 预测 (prediction) 蛋 白质 的 二 级 结构 以 至 三 级 结构 ,甚至 还 
可 以 预测 蛋白 质 的 某 些 功能 ， 因 为 蛋白 质 的 一 级 结构 包含 着 蛋 
自 质 分 子 的 所 有 的 结构 信息 (structure informations)， 我 们 可 
以 利用 这 些 信 息 预 测 出 蛋白 质 的 空间 结构 。Levitt 及 Warshel 
41975) 从 胰 蛋 白 酶 换 制 剂 的 氨基 酸 顺 序 之 间 的 热力 学 相互 作用 
的 数据 (最 小 能 量 energy minimisation 及 热能 化 thermalisation) 
模拟 了 蛋白质 的 折 和 欠 ， 其 结果 与 用 x 射 线 衍射 的 结果 有 相当 好 
的 一 致 性 。 此 外 ,Chou 及 Fasman(1979) 根 据 蛋 白质 中 氨基 酸 残 
基 形 成 %"- 螺 旋 、B- 折 和 迭 片 或 8 转角 的 倾向 ,预测 由 一 级 结构 折 迭 
成 二 级 结构 , 超 二 级 结构 的 构象 也 得 到 了 很 好 的 结果 。 现 在 ,已 
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; 各 果 和 蛋白 质 的 一 级 结构 发 生变 化 ， 往 往 导 致 功能 的 改变 。 


FE ie Al Fa ier OF Ie TE BRAS} FA (molecular graphics), 
英国 成 立 了 生物 化 学 微 电脑 组 织 ( Biochemistry Microcompute 
Group), 我们 相信 ， 随 着 电子 计算 机 在 生物 学 中 的 广泛 应 用 ,， 
今后 这 方面 的 进展 将 会 加 速 。 Sauer 等 (1982) Mwai, “WR 
的 同 源 性 反映 出 结构 的 同 源 性 ”, 这 是 很 有 指导 党 叉 的 炉 念 。 


五 、 氨 基 酸 的 结构 与 蛋白 质 构 象 的 关系 ” 


蛋白 质 的 一 级 结构 决定 蛋白 质 的 高 级 结构 《三 维 结构 ，3- 
Dimensional structure), BREARMHRARREBKEE - 
接 的 肽 链 ， 但 肽 链 上 的 侧 链 (side chains MR BBE EM, A 
同 的 侧 链 具 有 不 同 的 性 质 ， 它 们 对 蛋白 质 构 象 药 贡 献 不 一 样 。 
因此 可 以 说 ， 蛋 白质 的 信息 就 存在 于 这 些 例 链 之 让 5 区 肤 链 的 
MER 的 顺序 决定 着 蛋白 质 的 三 维 结构 及 蛋白 质 的 性 质 包 括 它 
们 的 生物 功能 。 为 了 更 好 地 理解 蛋白 质 的 结构 ， 我 们 必须 熟悉 
氨基 酸 侧 链 的 结构 和 性 质 ， 下 面 我 们 分 别 加 以 讨论 。 

1 .甘氨酸 

HAR (Glycine) REM, o-C 了 原子 土 有 二 个 气 原 和子， 它 
是 唯一 不 含 不 对 称 o-C 原子 的 氨基 酸 。- 由 于 没有 侧 链 的 于 扰 ， 
MSN TE BEA RG VE flexibility) Bop, AF EA EDC 

— SRF), 4YRARMHERRERESEY, 就 需要 甘氨酸 
PRE AR 
SF AY SAE Ro 

2. 丙 氨 酸 

丙 氨 酸 (Alanine) 的 侧 链 为 一 个 围 基 (CH5 ) a aC 
富 的 一 种 氨基 酸 ， 这 可 能 是 由 于 beeline 2 和 和 和 
只 有 甘氨酸 比 它 更 容易 制造 。 
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‘4 abe sites, 77M (Leucine), 5 aim ey 本 
阅 链 是 非 极 性 的 ， 并 且 是 分 枝 的 。 分 枝 合 得 侧 链 内 部 的 灵活 : 
受到 很 大 限制 ， 这 些 分 枝 使 得 侧 链 变 硬 ， 而 硬 的 侧 链 使 它们 
FREER TEL. FEAT EER, TER 
SBIR GED 结合 。 

4 下 .芳香 族人 氨基酸 分 子 在 C。 AF 与 芳香 环 之 间 有 亚 甲 基 

CH ,- 作 为 间隔 

463873 RM (phenylalanine) F 4 AM (tryptophane) #, 在 

:原子 及 芳香 环 之 间 存 在 一 个 C, 亚 甲 基 ， 这 个 亚 甲 基 上 的 侧 链 
一定 指 巡 活性 。 如 果 没 有 亚 甲 基 前 存在, 则 主 链 会 变 得 赤 硬 。， 
清 氨 酸 (proline) 也 是 非 极 性 的 ， 它 的 侧 链 转 回来 与 主 链 连 接 ， 
困 瑟 其 侧 链 是 刚性 的 。 且 所 酸 对 肽 链 形 成 螺旋 有 破坏 性 ,但 对 形 
或 B 转 角 有 帮助 -( 见 第 三 章 )。 | | ne 
—sC#ERPATAR MERRIE, fais Val, Ile, Leu, Phe, Pro, 
fp 都 他 于 蛋白 质 分 子 的 内 部 : 
本 5, 极 性 侧 链 可 形成 氨 键 (hydrogen bonds) 也 
“其 有 极 性 成 中 性 的 出 链 的 残 基 为 半 脱 提 酸 (Cysteine). 丝 氢 
@ (Serine), ‘PKA ACThreonine), FABER (Asparagine), & 
ik (Glutamine) Re RAAB (Tyrosine), eA RAE ate LS 
局 C7s 残 基 形 成 -S-S- 键 ( 即 胱 氨 酸 Cystine) , 

此 气 酸 及 苏 氨 酸 具 有 有 状 基 ,能 形成 复 键 ， KARE, 
Eo RAMEE A EE IE EI aR, EO 
tik, BIW SG, GlntAsnss—p wy RAE, 使 得 其 极 
性 基 团 更 灵活 些 ; 并 降低 它们 与 主 链 的 相互 作用 。 

是 后 栈 气 酸 的 DH 值 为 10,1， 其 极 性 的 关 基 在 高 pH 信 时 解 离 ; 故 
7 的 行为 很 象 带电 荷 的 侧 链 ， 所 形成 的 氧 键 亦 较 强 。 中 人 性 的 
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极 性 残 基 一 般 都 存在 于 蛋白 质 分 子 的 表面 ， 不 过 也 有 些 存在 于 
分 子 内 部 ， 作 为 蛋白 质 分 子 内 部 残 基 , 它 们 通常 彼此 形成 氢 键 ， 
或 与 多 肽 链 形成 气 键 ( 表 2.2)。 it 


522-2 SARSFPHRENSS 
eee dee te | 供 体 与 受 体 间 的 | 从 范 德 华 半径 计算 供 体 
BR CA) “| 受 体 间距 离 的 降低 (%) 
Jt -¥33t —O—H--OH- 2.8+0.1 25 
#3 - BA —O—H-- O=CK 2.8+90.1 25 
Bi RH -BLAE SN—H-- O= CK 2.9+0.1 20 
酰胺 基 - 羟 基 YN—H--OH- | 2.9002 20 
\ 2 | 
酰胺 基 - 咪 哈 基 > N—H NC 3.1+0.2 15 
mi Rea — wh NH sh 了 10 


6, 组 氨 酸 适 于 催化 作用 

组 氨 酸 (Histidine) 含 有 芳香 的 杂 环 侧 链 (咪唑 为 其 pH 值 为 
6.0， 这 个 pH 值 是 在 生物 的 生理 范围 内 ， HAAR A 
荷 ， 也 可 以 从 溶液 中 获得 H+ 离 子 ， 带 上 电荷 。 由 于 这 两 种 状态 
很 容易 得 到 ， 因 此 His 非 常 适 于 催化 化 学 反应 。 我 们 知道 ,组 氨 
酸 残 基 存 在 于 大 多 数 酶 的 活性 中 心 (active center) 中 ， 就 是 由 
于 这 个 道理 。 

7. 带 电荷 的 侧 链 通 常 位 于 分 子 表面 

天 冬 氨 酸 (Aspartic acid) 和 谷 氮 酸 (Glutamic ga 
负电 荷 。 天 冬 氨 酸 的 羧基 侧 链 比 谷 氨 酸 要 短 些 ， 对 主 链 来 说 天 
冬 氨 酸 的 刚性 更 强 些 。 在 酶 的 活性 中 心 羧 基 由 Asp 优先 供应 ， 
而 不 是 由 Glu 供 应 ， 其 原因 可 能 就 在 于 此 。 通 常 这 两 类 残 基 都 位 
于 蛋白 质 分 子 的 表面 。 


© 26° 


«RA (Lysine) A HAM (Arginine) MAE. EN 
通常 也 位 于 蛋白 质 分 子 表面 。 它 们 的 侧 链 长 ， 比 较 灵活 ， 可 以 ， 
加 蛋白 质 的 溶解 度 。 有 时 候 Lys 及 Ave 参与 分 子 内 部 盐 桥 

bridge) 的 形成 ， 

一 CO09.… 了 ,Ne 一 

由 于 它 们 暴露 于 蛋白 质 分 子 表 面 ， 和 赖 所 酸 与 靖 侯 酸 更 容易 受到 

酶 特别 是 蛋白 酶 ) 的 攻击 ;成 为 酶 的 靶子 (target of enzyme), 

例如 ， 胰 蛋白 酶 就 容易 在 赖 氨 酸 或 精 氨 酸 的 羧基 末端 将 多 肽 链 
切断 。 

8. a 2k te (hydrophobicity) REFRAR 
Skee RAVE FRI MI Gem 

性 )， 因 为 在 球 蛋 白 中 必须 形成 一 个 疏水 的 核心 Chydrophobi® 

core)， 它 是 肽 链 折 和 迭 的 一 个 重要 动力 。 


六 、 和 蛋白 质 的 顺序 


自从 Sangef (1955) 测 iT RS HK Cinsulin) 的 顺序 
(sequence) 以 来 ， 由 于 测定 方法 的 不 断 改进 和 各 国 化 学 家 及 生 
驳 化 学 家 的 努力 ,目前 已 有 1700 祭 种 蛋白 质 的 顺序 被 测定 出 来 。 
近 10 年 来 ， 每 年 大 约 可 以 测定 出 100 多 种 新 的 蛋白 质 顺序 ,这 对 
生物 化 学 的 发 展 无 疑 是 至 关 重 要 的 。 我 们 在 圩 面 列举 一 批 较 常 
见 的 蛋白 质 顺序 ， 供 读者 参考 。 读 者 如 果 要 详细 了 解 其它 蛋 白 
质 的 一 级 结构 ， 可 以 查阅 文献 2， 会 得 到 更 多 的 蛋白 质 顺序 。 
(顺序 下 面 的 资料 为 文献 来 源 ) 
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075 WIV SAI NSV 3TI AT ATO Was NSV TI SIH IVA AID ATO NSV dSV 922 
3955 NIO YVHL ATO MHL VAL SUV SAT WAS WAL SIH dSV OUd dSV ATO MAL Ie 
OI SAI WIV OUd dSV YAS LAW was OUV NAT YAS dSV ATO YAS ATI AIO 961 
S6T Od HHL UAL TVA dSV NTO ATO AI NTS dal dS¥ Od NSV SAT NSV TI8T 
08f WIV UAL dHd NIO IVA NAT UAL AT9 AHd ATI dSV WAS ATI VIV AID 991 
S9T NSV TI VIV AID YAS NID NSV NTO YAL ATI NYT ATO VIV UHL MAL IST 
0ST dSV UHL IVA VIV SIH UHL AaT ATO SIH VIV TVA TVA dSV ATI ATO 98T 
stl AIO UAS NAT OUd AI] Hd UHL NIO ATS dSV AIS dSV AIO WAL TVA 121 
Oct LHW NID UAS ATS NSV dul AHd VIV NSV NSV WAL ATO NIO YAS WAL 90T 
30[ SIH IVA UAS YAS OUV ATI WIV VIV NSV NSV ATO dSV UAL UAS NAT I6 
06 SUV NSV SIH IVA NSV SAT YALUAL dSV UAL UHL IVA ATO VIV UAL 92 
$4. UXL SIH WIV dSV IVA VIV Oud VIV dSV UAL YAS VIV AHd AHd NIO 19 
09 NSV dSV VIV dSV VIV duL nat SS ATO Odd NAT MHL UHL OUV MAL 9F 
ar SAT VIV dSV YAL UHL AHd ATI ATO dSV AIO DJV WHL NSV dSV NID Té 
08 MYT YAL UAL UAL UHL VAS MAL YHI YHL NSV HTI NSV SAT NTD dSV 91 
st AIO NAT IVA AIO DUV AIO IVA AIO TVA UHL YAS UHL AIO UHL AI I 
ST OT 9 ae 
(ursfjouryL) A A yeey CPT) 
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088 
sté TVA ATO TVA WIV dSV dHd VIV NI9 SAT IVA JS3S VIV IVA X19 X19 108 
008 


MAL HI nTD YAS SAO Od YAS WAS YAS WIV ATO VIV SAT AIO AHd 
AID WIV dSV dul NSV DUV NSV VIV dSV TVA ATO TVA SAO NAT YS 
YAS UAS UHL TVA WAS NOUV UHL SAT OUV dul OAT OUYV NSV NTO WAS 
SIH UHL AHd WIV AHd AID NSV OUd NSV UHL IVA ATI 0T9 NAT AHd 
3TI dSV LAW WAS dSV NAT TI VTV YXHI JAHd US OUd NSV NTID 和 人 TID 
WAL NSV NID UHL AHd SAT SAT VTV AHd dyL TVA ATO AHL VIV NI9 
YHL AWdyL AIO DYV UAS SIH ATI AIO NAT dSV AT dal All VIV 
OUd DUV NSV WAS ATO AIO UHL WAS AHd SAT NAT TVA YAL ATL OUd 
DJV AID NID VAL UAS OUV ATID ATL NIONAT SAT YAS TVA NAT NID 
OUd SIH NTO VIV IVA NAT NAT dSV LAWAHd dSV UAL ATI NID dSV 
AAT UHL SIH VAL UHL VIV UAL NSV AHd UHL NSV HI AAS OUV VIV 
ST ot | 9 T 
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$8 NIO WAS VIV OUd NAT AAT SHd ATO UAL OUV AIO UHL dSv DAV NAT 
042 MIO XHd UHL AHd WAS UAL SAT AI ATO NIONSV UAL Was dul dSv 
995 ail ydS AIO AIO WAS VIV NIO UAL AI YUHLUYHL AI AUS AIO 


OM YAL SAT UAL YAS UHL ATO VAL NAT WAS SAT AAT VIV eae IVA WIV 


See xdS SAT VIV IVA NID NSV DaT N19 WHI SAT dSV OYd ATI WAS NTO 
01? WHHL UHL YAL ATO UALOUd UAL ABT NAT NAT NTD WAS WAL was SIH 
36T ATI a NAT AHd VIV SAT JIHd NSV ATO SIH NSV SATIVA ddHd dSv 
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第 三 章 ， 二 级 结构 


蛋白 质 的 二 级 结构 (Secondary structure) BIBS 肽 链 骨 
架 的 规则 的 排列 ， 而 不 涉及 侧 链 的 类 型 和 构象 。 


二 级 结构 是 靠 肤 链 中 的 氨基 (一 NH: SAE CDC = 0) 
之 间 所 形成 的 氢 键 (hydrogen bond) 而 得 到 稳定 的 
SNH 0 = CC. 
蛋白 质 的 空间 结构 包括 二 级 结构 、 超 二 级 结构 、 结 构 域 及 
三 级 结构 ， 主 要 是 采用 X- 射 线 衍 射 (X-ray diffraction) 测定 


的 。 有 关 蛋 白质 晶体 结构 的 研究 方法 ， 请 参考 李 家 瑶 编著 的 
《生物 大 分 子 晶 体 结构 研究 ?一 书 (参考 文献 6)。 


一 、 肽 键 (peptide bond) 


在 蛋白 质 中 氨基 酸 靠 肽 键 连接 成 多 肽 ， 肽 键 的 结构 如 下 ， 


H c* 
Oe at 
ta fe 


Pauling“ (1951) 测 定 了 肽 的 键 长 (bond length) Rey 
(bond angle), Momany 于 1975 年 又 重新 进行 了 测定 ， 肽 的 键 
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长 和 键 角 如 图 3*1。 


lig | | @ é} 


121.1° 123.2° | 


bc) q, er \、 
LS 94 491.9% © lie 


tod nad ar 
I\ Kon 

)® @ 
Ais] KRNBKAR 


Pauling 等 发 现 C “原子 与 原子 之 间 的 距离 比 正常 的 < 一 
链 要 短 10%， 或 0.15A， 并 且 C/ 一 9 双 键 比 正常 的 醚 或 酮 中 的 
双 键 长 0.012 信 ，Pauling 解 释 这 个 现象 是 由 于 下 列 两 个 极端 结 
构 之 间 的 共振 resonance) 引起 的 。 ; 


- 之 


a 
. PR of uf om By. 二 of 
oF Nes om Nes 
I f 
C“ 一 N 键 的 键 长 如 下 ， 
Cara N Coram N CT AN 
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由 此 可 见 ， 肽 键 的 键 长 
(1.325A ) 介 于 单 键 (1.487A) 
与 双 键 (1.27A Zi, BAM 
键 的 性 质 。 

由 于 肽 键 具 有 双 键 性 质 ， 
不 能 自由 旋转 ， 因 此 肽 键 形 成 
平面 (图 3.2)。 根 据 键 长 测定 ， 
由 结构 I 和 结 梅 II 形成 的 杂交 结 
构 中 I:II 的 比例 为 3:2。 热 力学 - 
数据 表明 共振 能 约 为 .20kcal/ 
mole, WTA FA, 故 杂 
交 结构 亦 为 平面 ,C?，C1, O, 
Nivis Wists Car 六 个 原子 均 
wT A—-+F mE. 

肽 链 的 骨架 可 以 用 每 个 残 


基 的 二 面 角 (dihedral angle) 来 


描述 。 两 个 肽 链 平面 由 % 一 C 原 


子 的 四 面体 键 相连 接 ,C。 一 N 单 


REN 人 
Vo a 
itt | 
ee 
Hen 


图 3.2 PF eta-C 
RF 


键 及 C。 一 C“ 单 键 可 以 自由 旋转 。 围 绕 C。 一 N 键 旋转 的 角 称 为 
(phi)， 围 绕 C。 一 C/ 键 旋转 的 角 称 为 W(psi)。 通 过 C。 一 N 键 及 
一 C/ 键 的 旋转 ， 多 肽 链 可 以 形 成 各 种 各 样 的 折 迁 (tolding) 


方式 。 


二 、 有 Ramachandran 图 


如 果 肽 键 为 平面 ， 则 多 肽 链 的 每 个 残 基 只 有 两 个 自由 度 ， 
即 沿 C。 一 N Hos ati C.—C’ 轴 y 角 转动 。 但 是 多 肽 链 的 二 面 
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” 角 的 转动 在 立体 化 学 上 受到 约束 。 印 度 Ramachandran 4% (1963) 


研究 了 多 肽 链 立 体 化 学 问题 ， 他 们 提出 肽 键 平 面 虽 然 可 以 沿 
中 、 由 轴 旋 转 ， 但 并 非 所 产生 的 所 有 肽 链 构象 都 是 立体 化 学 所 
多 许 的 ， 有 若干 二 面 角 (Oo, 0) 所 决定 的 肽 链 构 象 是 立体 化 
化 学 所 不 允许 的 ， 在 天 然 蛋 白质 中 不 存在 。 这 主要 是 由 下 列 原 
则 决定 的 : 在 相 邻 的 两 个 肽 键 平面 的 构象 中 , SE GE A J 
(nonbonded atom) 之 间 的 接触 有 些 障 碍 ， 即 能 量 是 否 达到 最 


ik. 


Ramachandran 等 人 将 原子 看 作 简 单 的 硬 球 (hard-sphere 
model), #48 Van der Waals 半径 可 以 确定 非 键 合 原子 之 间 


的 最 小 接触 距离 《minimurm contact distance) 〈( 表 351)。 


83-1 AROS RE eh oh AAS 


é 3.20 | 2.90 2.80 | 2.40 
(3.00) (2.80) (2.70). (2.20) 

N | 2.70 ; 2.70 2.40 
(2.60) | (2.60) (2.20) 

2.70 2.40 

O | (2.60) (2.20) 

x \ oe 2.20 
ee al | | (1.90) 

| cen ee rem ee ee ee ee ee ee 


- (EH van der Waals 半径 ， 下 行 括 号 内 为 Ramachandran 测 得 的 最 小 接 
PEER) 

根据 非 键 合 原子 之 间 的 最 小 接触 距离 ， 确 定 哪 些 二 面 角 
(由 ) 所 决定 的 相 邻 的 二 肽 单位 的 构象 是 立体 化 学 允许 的， 


哪些 是 不 允许 的 ， 用 对 中 作 图 ， 得 到 9 图 《dymap)， 或 者 称 
为 Ramachandran 图 (图 3.3)。 
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图 3.3。”Ramachandran 图 (bt 图 》 


Ramachandran 等 将 13 种 球 蛋 白 的 2500 个 残 基 的 主 链 的 二 


面 角 作 出 分 布 图 ， 如 图 3.4 所 示 。 由 图 中 可 以 看 到 两 个 最 密 集 
的 区 域 : 一 个 是 最 大 的 密度 接近 ( - 60°, -60")， 它 反映 球 蛋 
日 的 右手 %- 螺 旋 的 位 置 ， 羽 一 个 最 大 的 密度 位 于 (- 902, 
+ 120-)， 相当 于 8 折 迭 的 区 域 。 

在 Ramachandran 图 的 实 线 封 闭 区 为 允许 区 , 在 此 区 内 任何 
二 面 角 所 决定 的 肽 链 构象 都 是 立体 化 学 允许 的 。 因 此 ; PEK 
链 构 象 中 ， 非 键 合 原子 之 间 的 距离 不 小 于 标准 接触 距离 ， 三 者 
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之 间 没 有 斥 力 ， 构 象 的 能 量 最 低 ， 所 以 这 种 构象 是 最 稳定 的 。 


a i a OA oo a le 


图 3.4 13 种 蛋白 质 2500 个 残 基 的 主 链 二 面 角 的 分 布 图 


PEAR WHAT OMI, FARE, , 反 FATHER 原 


螺旋 。 
在 ty 图 虚线 以 外 均 为 不 me 
， 允许 区 ，' 因 为 在 这 些 肽 链 的 构 N 7. 
Bt, SERCR TZ MHES Ne 
处于 极限 值 〈 比 标准 接触 距离 “NY 人 
小 0.1 一 0.2A ); 一 者 之 间 产 生 | 


很 大 的 斥 力 ,构成 的 能 量 很 高 ， 
所 以 这 些 肤 链 的 构象 很 不 稳定 。 六 
虚线 以 内 为 部 分 允许 区 ， 在 此 

区 内 by 所 决定 的 肽 链 构 象 是 立体 化 学 允许 的 ， 但 是 不 够 稳定 ， 
如 31。 螺 旋 ，zr- 螺 旋 ，oxr 螺 旋 等 。 
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BIN, Cros Hor, y 
角 为 0" WY, WBE ATO, , 
Nis) EMH RR HE, 
显然 这 种 构象 是 不 可 能 存在 
的 。 

图 3'5 是 由 o-C 原子 连结 
的 两 个 肽 平面 的 构象 ， 当 C ,一 
N 角 (6) =0°, C,—C#(y) = 
0 时 ,由 于 0 原子 与 H 原子 间 的 


斤 力 ,这 种 构象 是 不 能 存在 的 。 
图 3' 2 为 两 个 肽 平面 的 4 角 oma. 两 不 肽 平面 @ = 0。， 
及 4 角 都 处 于 180" 时 的 位 置 , 即 W=O°n HR | 


完全 伸展 的 构象 。 如 果 $ 角 或 了 角 旋转 到 一 定 程度 ， 非 键 合 原 
了 当 触 太 近 的 时 候 ， 这 种 位 置 就 不 被 多 许 了 ; 图 8.6 弃 面 的 图 | 
FOR RAG AUR AE $= 0°,¥= 180* 时 受到 的 最 大 限制 ， 右 面 的 | 
图 表示 当中 = 180°, y= 0。 时 氢 原 子 受到 的 最 天 限制 、 这 两 种 
构象 都 是 立体 化 学 所 不 多 许 的 。 | | 


‘ “ 
eel 
ey trighsa, 7 ‘ 
HE 


图 3.6 4, b=0°, W = 180° it BER SF BF EB A Re Ay 
右 ， 当 和 = 180"， 小 = 0* 时 可 原子 受到 的 最 天 限制 
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HHRMA AEF o-C 原子 上 没有 侧 链 ， 它 在 . 
Ramachandran 图 上 所 占据 的 面积 最 大 ， 达 到 22.5% ,而 由 丙 氨 
酸 组 成 的 肽 链 在 ty 图 上 所 占据 的 面积 就 小 多 了 (47.5%). Bi 
所 酸 及 异 亮 氨 酸 的 侧 链 更 复杂 ， 由 它们 组 成 的 肽 链 在 图 上 所 占 
据 的 面积 只 有 总 面积 的 5 % 而 已 。 

为 了 便于 理解 ， 我 们 把 各 种 二 级 结构 ( 见 下 面 各 节 )， 如 右 
了 竹 o- 螺 旋 ， 左 手 o- 螺 旋 ， 平 行 8 折 和 迭 片 ， 反 平行 B 折 和 迭 片 ， 捏 曲 
RUBS, BPE FE Ramachandran 图 上 的 位 置 列 于 图 
37 中 。 由 此 可 见 ， 它 们 在 OU 图 上 所 占据 的 范围 是 很 有 限 的 ， 
也 就 是 说 多 肽 链 骨 架 的 构象 在 其 柔性 (flexibility) 上 是 很 有 限 
的 。 


| sees [7 平行 有 新近 
"Py oe i | 4,4 
RevAyl yr NNN 
Poe te 
came 


N 


slat 


WWW 


~ 74 £2 J 7 和 
Ce 2 0,—0 ° At 


: 890° = 90° 0° 90° 180° 


少 一 所 


图 3"7 Ramachandran 图 ， 示 0 螺旋 〈 右 手 ， 左 手 )，8B 折 和 迭 ( 平 
i, RVG, Hh), 胶原 螺旋 等 的 位 置 
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一 
三 、 螺 旋 


1。o 一 螺旋 (a—helix) 

Pauling 与 Corey (1951) 用 和 -射线 衍射 技术 研究 多 肽 链 
WA, ROL Peo he, KET AMRIT, ow ， 
的 螺 距 (pitch) 为 5.4A， 螺 旋 每 绕 一 圈 (360") 为 3.6 个 氨 基 
酸 残 基 (重复 单位 )， 每 个 重复 单位 沿 螺 旋 轴 上 升 1.5A 
3.8)。 


图 3.8 Whe (helix) HRA 
(P= 32h, N= #—-B AERA) 7 
FED EAA SH Tess, mr Bel) RA, 8 
ARZEHR We E — RIB, mL HE Hi AEE MH 
原子 数 ，z 或 1 代表 右手 或 左手 。 = 
Ak — BR he AT sat BR Sal 2 a, IM AF AY oR eH 
3.61sr， 或 cg[L3.61sr]。 左 手 的 x- 螺 旋 则 为 3.61s1。 
3.61 sf 螺旋 是 最 稳定 的 构象 ， 因 此 它们 在 球 蛋白 中 也 是 含 
量 最 丰富 的 。 它 在 Ramachandran 图 中 位 于 中 央 ，( 中 = -65°, 
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p= — 41°), PEXRMatthews 4 (1974) 在 嗜 热 菌 蛋白 中 发 现存 
在 一 个 左手 的 呈 -螺旋 , 由 第 226 一 229 残 基 形 成 ,此 段 螺旋 的 顺序 
3y-Asp-Asn-Gly-Gly—, Hebi 64° 42°, o- BR WENA 
2.3A. 

2.31, RECS: helix), MRV RK 

这 种 螺旋 每 旋转 一 圈 需 要 3 TFAERRE, RARER 
的 环 由 10 个 原子 组 成 ， 故 名 为 31。 螺 旋 ， 它 的 半径 为 2.0A。 

在 蛋白 质 中 31o 螺 旋 是 比较 稀少 的 ,在 球 蛋白 中 有 时 仅 存 在 
三 水 段 的 3io 螺 旋 ， 通 常 存 在 于 o- 螺 旋 末端 的 一 个 旋 转 CA 
3*9), | 


310° Mie -螺旋 式 -螺旋 
图 3.9 a- 螺 旋 ， au 螺旋 及 工 -螺旋 的 结构 


3.7 92 ie (x—helix) 
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 TRRERH-BRBE 4.3 个 氨基 酸 残 基 ， 每 个 残 基 沿 螺 
旋 上 升 1.1 有 入， 螺旋 的 半径 为 2.8A， 靠 氢 键 形成 的 环 由 16 个 原 
子 组 成 ， 故 可 写成 4.31s 螺 旋 。 这 种 螺旋 目前 已 在 一 些 蛋 册 质 
中 发 现 。 

Lesh A OBE, EMU HE IU, 44.3: UR, BAF 
螺旋 。 

 ~ SRAM (polyproline) 具有 典型 的 o- 螺 旋 构 象 。 现 在 
发 现在 4 种 蛋白 质 中 存在 接近 多 聚 且 氨 酸 的 构象 ,， MRE 
抑制 剂 的 7 一 9 残 基 ,Gln-Pro-Pro。 在 细胞 色素 Cisi 中 的 lle-Pro 
-Met-Pro-Pro-, 它们 在 和 图 中 分 别 位 于 -69"，150" 及 
—78°, 140°H Be 


Do, B-HTike (B-pleated sheet) 


Pauling&Covey (1951) 在 提出 o- 螺 旋 的 同时 还 提出 了 R_ CC 


(a) (b> 
1 4 ; f 5 ¢ 
5 Set \ ot ‘es 5 a4 
at i <u PAu. v ot HY ote VATA eno 
ial / f 
Ne ond TGS, oh yaa ze 
Me H 人 5 aes Bata =< 0 
\ 
if % é = tJ i 


图 3*10 8- 折 迁 片 的 结构 
(a) RFF (b) 平行 
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Tt EEA Bk ENS — PRAY, BUT EEE HE AO JK ERE 
RAH — A REE 〈 图 3.10)。 

B-pieH A A: — PEA TRUTH (parallel B-pleated 
sheet), 肽 链 的 方向 是 从 N-Zei 3) C- 末 端 ! 另 一 种 是 反 平 行 
B- 折 和 迭 片 (antiparallel B-sheet)， 一 条 肽 链 的 方向 是 从 N- 末 端 
到 C- 末 端 ， 另 一 条 是 从 C- 末 端 到 N- 末 端 ， 二 者 方向 相反 。 

在 B- 折 迭 片 中 肽 链 的 侧 链 ( 及 ) 交 替 地 朝 .上 或 朝 下 (图 3.11)。 


图 3*12 ”8B- 折 选 的 肽 平面 图 ( 反 和 平行 ) 
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: tb) 
图 3.13，B- 折 迁 的 扭曲 

Pauling 和 Covey 提出 的 8- 折 迭 结 构 是 平面 的 (Planar)， 
在 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 :(Glutathione_ reductase) 中 存在 这 种 平面 
的 反 平行 8- 折 迁 片 (图 3.12)。 但 是 大 多 数 球 蛋白 中 B- 折 迭 是 非 
平面 的 (nonplanar), 具有 左手 的 扭曲 (left-handed twist), 
使 之 能 够 围绕 着 o- 螺 旋 紧 紧 地 组 装 起 来 〈 图 3"13)。 

扭曲 的 六 股 B- 折 和 迭 适 合 DNA 双 螺旋 的 深 沟 ， 而 扭曲 的 二 股 
反 平 行 B- 折 和 迭 则 适合 DNA RRNA 的 浅 沟 。 因 此 ， 捏 曲 的 8- 折 
迭 结构 可 能 在 蛋白 质 与 DNA (或 RNA) 相互 作用 中 起 着 重要 作 
用 。 

8- 折 和 迭 结 构 在 蛋白 质 结 构 中 点 有 重要 位 置 ， 例 如 ， 在 丝 蛋 
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 (fibroin) 中 存在 8- 折 迭 结构 ， 在 伸展 的 头发 中 也 存在 B- 折 
失 。 在 球 蛋 白 中 大 约 存在 15% 的 B- 折 迭 结构 〈 有 些 蛋白 质 主要 
肖 姨 折 迭 组 成 )。8-= 折 从 的 平均 长 度 大 约 为 6 个 氨基 酸 残 基 CK 
4204), KASEARWAWM domain) 的 直径 相等 。 


五 、 回 折 (reverse turn) 
在 蛋白 质 分 子 中 不 同 的 二 级 结构 如 o- 螺 旋 或 B_ 折 选 通常 由 


图 3'14 有- 转角 的 结构 
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一 些 转弯 180° 的 结构 连接 起 来 ， 这 些 结构 称 为 : 回 PF Creverse | 
turn)( 图 3.14)。 攻 4 

在 球 蛋白 中 回 折 是 非常 之 多 的 ， 可 以 占 到 氨基 酸 总 残 基数 
的 四 分 之 一 ，Crawford 甚至 指出 球 蛋 自 的 氨基 酸 残 基 的 三 分 
之 一 都 处 于 回 折 之 中 。 

大 多 数 回 折 存 在 于 蛋白 质 的 表面 ， 它们 大 多 数 由 亲 水 的 氢 
基 酸 残 基 组 成 ， 使 肽 链 在 此 处 发 生 转 折 。 在 球 蛋白 中 通常 有 两 
种 回 折 ， 即 生 转 角 (B-turn) 和 Y- 转 角 (y-turn). 


图 3.15 vith 


1.8- 转 角 
pB- 转 角 由 4 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 由 3 个 肽 键 连接 起 来 ， 第 
一 个 残 基 的 C 一 0 与 第 四 个 残 基 的 酰胺 基 之 间 形 成 氨 键 。 和 转 
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角 有 1 型 和 巧 型 两 种 〈 图 3'14)。 
-2.7 转 角 ，， 

» “ 另 一 种 肽 链 的 回 折 是 Y 转 角 (3-15), 在 同 二 条 肽 链 上 发 
第 辟 肽 链 转折 方向 不 是 在 4 个 残 基 上 而 是 在 3 个 残 基 上 发 生 。 
Printz 等 人 1972) 描述 了 这 种 Y 转 角 ， 这 种 结构 能 连接 两 条 反 平 
行 的 8- 结 构 ， 它 只 需要 3 个 氨基 酸 残 基 ， 靠 两 个 氨 键 使 之 稳定 。 
Matthews. (1972) 研究 哮 热 菌 蛋 白 (fthermolysin ) 的 晶体 结构 
PT RPA, 它 包 括 嗜 热 菌 蛋白 的 25 一 27 残 基 。 


rr 
e 


We! .8_ 突 起 (8-6ulge) 


在 禾 目 质 的 二 级 结构 中 ， 还 

有 一 种 情况 ， Fe EFT HBTS 
中 ， 有 有 在 一 条 B- 折 迁 片 中 插入 
一 个 额外 指 氨 基 酸 残 基 ， 这 样 就 
形成 了 一 个 突起 ，Richardson 称 
为 B- 突 起 《〈B-bulge), 好 象 在 一 个 

AAR aH ME ie He T 90° 的 方向 。 
图 8"16 中 用 回 圈 绘 出 的 部 分 就 表 
明 B- 突 起 。 图 3,16 “Ap- 突 起 的 示 意图 
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; hel 胶原 螺旋 (collagen helix) 


Brin Bs 9 48 EE (collagen) 是 一 种 三 螺旋 (triple 

helix)， 也 是 一 种 二 级 结构 (图 3,17)。 胶 原 是 由 三 股 平行 而 伸 

_ 展 的 左手 明 旋 拧 成 的 超 螺旋 ， 形 成 胶原 的 单 链 为 左手 螺旋 ， 由 

三 股 去 手 旭 旋 平行 排列 拧 成 一 右手 螺旋 , 它 是 一 个 螺旋 的 螺旋 。 
° 63° 


在 和 图 上 它 位 于 〈- 60"，+ 140°). BEWARE REND KER SF 
(96%) 遵守 (Gly-X-Y) fA, XMAA AB (Pro), Ye 
SABA (Hyp),Prokhyps Bs 11% , = pe ee 
Van Der Waalsh R Mets Ooze — iz, HBS 8 PE 
有 一 个 甘氨酸 〈G1y); 使 之 稳定 ,因为 GIy 分 
子 上 没有 侧 链 , 故 在 轴 上 也 没有 侧 链 ,于 是 形 
成 一 个 紧 实 的 螺旋 结构 。 在 外 观 上 ,胶原 在 闷 、 
Y 位 置 上 有 侧 链 ， 沿 着 中 轴 Pro 及 Hyp 的 侧 链 
形成 螺旋 的 一 一 些 突 起 (helical bulges) 。 

由 于 胶原 是 由 伸展 的 多 肽 链 组 成 ,因此 ， 
沿 着 中 轴 它 能 勾 受 住 很 强 的 机 械 张力 ， 此 力 
与 多 肽 链 的 骨架 的 共 价 键 相 平行 ， 这 很 适 备 
于 在 肌 脖 中 传送 力 , 或 在 皮肤 中 起 保护 作用 。 
胶原 是 自然 界 中 最 丰富 的 蛋白 质 之 二 ， 许 多 
兰 椎 动物 的 胶原 是 由 2 Wo BERR 1 Ako, BEA 
成 ，oi 链 的 氨基 酸 顺 序 已 经 测定 出 来 ,含有 | 
10324 REBRE, 3H (Gly-X-Y), ， - 
的 公式 。 | BEES 
目前 在 球 蛋白 中 尚未 发 现 类 似 胶原 的 结 - | Pe 
构 , 但 是 在 人 的 补体 系统 中 , 补体 Ci ,很 可 能 | | 
存在 这 种 结构 ， 如 果 它 与 抗原 结合 ， 它 可 以 
识别 抗体 。 Bei8 

综 上 所 述 ， 蛋 白质 中 存在 的 各 种 二 级 结 AR 
构 可 以 列 成 表 3。2。 图 3"17 胶原 的 结构 


* 64 6 


R32 多 肽 链 所 形成 的 二 级 结构 


_ cen | 实际 观察 | 每 转 的 残 基数 | 每 残 基 上 升 | 螺旋 的 半生 
(n) 及 手 性 (d) AV} (cD A 
“平面 平行 B- 折 本 稀少 +2.0 3.2 1.1 
“平面 反 平 行 B- 折 登 稀少 +2.0 | 3.4 | 0.9 
Hh ET RR BH) 大 量 — 2.8 3.3 1,0 
. 310 一 螺旋 小 段 +3.0 | 2.0 1.9 
OMe CaF) Kk 48.6 21.486 | 8 
OLp—Rik (AF) | 稀少 3.6F TS | ras | 2 
工 一 蛇 旋 | 稀少 ry er ee | 2.8 
胶原 螺旋 纤维 中 —3.3 | 2.9 | 1.6 


Hi +s 右手 ，-， EF. 
二 从、 纤维 蛋白 与 二 级 结构 

蛋白 质 可 以 分 为 三 大 类 :(1) 纤 维 蛋白 (fibrous proteins), 
《2) 球 蛋白 (globular proteins) (3) 膜 蛋 (membrane 
proteins) 纤 维 蛋 白 是 蛋白 质 的 空间 结构 研究 得 最 早 的 一 种 ,时 
在 1931 年 结晶 学 家 Astbury 就 开创 了 用 区 -射线 衍射 技术 研 3 
纤维 蛋白 结构 的 途径 。 

纤维 蛋白 的 空间 结构 比较 简单 ， 主要 由 二 级 结构 组 成 。 纤 
维 蛋 白 由 氨基 酸 育 合成 蛋白 质 的 方式 有 两 种 或 者 是 伸展 的 多 
肽 链 江 即 B 折 迭 ) ,或 者 是 -螺旋 的 多 肽 链 ， EAT AY DAK te ME SE 
在 一 起 形成 纤维 蛋 日 。 此 外 球状 的 蛋白 亚 基 也 可 以 螺旋 状 聚 合 
成 纤维 状 结构 ， 例 如 EF- 肌 动 蛋白 (FE-actin)， 原 肌 球 蛋 日 (trop- 
omyosin) 等 ， 这 种 结构 我 们 将 在 第 九 章 详 细 讨论 。 本 节 只 讨 
论 第 一 类 ， 它 们 主要 是 以 正常 的 二 级 结构 ( 即 %- 螺 旋 或 B- 折 运 ) 
A ROS HE EA 这 类 纤维 蛋白 又 包含 三 小 类 :ID fi RAs 
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(2) 丝 蛋白 ;(3) 胶 原 。 

1. 角 蛋白 

纤维 蛋白 中 最 多 桩 化 的 就 是 角 蛋 自 (keratin)， 它们 是 动物 
的 结构 蛋白 (structural proteins) ,m BR, AB. fA. WB. 
RL ON. Sh. RRSHEBRSD, RREDHER. Ai 
白 最 广泛 存在 的 形式 是 由 o- 螺 旋 构 成 的 o=- 角 蛋白 〈《c-Keratin)， 
而 在 鸟 类 羽毛 中 的 角 蛋 白 则 是 由 堆 在 一 起 的 8- 折 适 片 组 成 的 P- 
角 和 蛋白 (B-keratin)。 图 3.18 是 头发 中 存在 的 典型 的 = 角 蛋 白 中 
o- 螺 旋 的 排列 方式 ,它们 是 由 特别 长 的 o- 螺 旋 的 多 肽 链 组 成 的 ， 
彼此 靠 在 一 起 形成 长 的 绳索 。o- 角 蛋白 中 的 o- 螺 旋 按 照 螺旋 状 
拧 在 一 起 使 绳索 最 终 具 有 左手 的 螺旋 。o%o 吃 螺旋 上 的 侧 链 也 以 螺 
旋 方 式 排列 ， 结 果 是 侧 链 都 排列 在 螺旋 的 同一 侧 ， 但 是 通常 并 
不 与 螺旋 平行 。 如 果 将 毛发 在 热 水 或 稀 碱 液 中 处 理 ，%- 角 蛋 日 
的 长 度 可 以 伸 长 20 一 30%， 这 时 o- 螺 旋即 变 成 B- 折 和 ， 可 以 从 
XH ATH AGEN, Ff Ak Phat BE A A. sa 

c- 角 蛋白 的 一 个 重要 特点 是 它们 都 不 溶 于 水 ， 如 毛发 、 羊 
毛 、 角 等 都 不 深 于 水 ， 这 是 它们 与 球 蛋白 的 最 大 区 别 ;-o- 角 和 蛋 
白 富 含 不 溶 于 水 的 散 水 氨基 酸 ， 如 丙 氨 酸 、 茎 两 氨 酸 、 蜡 亮 氨 . 
酸 、 妥 氨 酸 及 甲 硫 氨 酸 等 ， 并 且 在 角 蛋 自 的 多 肽 链 上 氨基 酸 的 
R 基 财 都 位 于 绳索 状 螺 旋 的 外 周 ,因此 使 之 更 不 溶 于 水 。 

2.2358 

丝 蛋 白 (fibroin) LAME EAR, iba Oe DP) te: Hy 
BAW, CNBAAEMMABT KR. XR 
yh 1, 2S ARTS ABA, 具有 有 构 ot 《 oo 
(图 3"18)。 

蚕丝 的 丝 蛋 由 的 分 子 量 很 大 ,为 350,000 二 415, 000 道 汞 顿 ， 
为 反 平 行 的 B- 折 和 迭 片 。 它 含有 50 个 重复 单位 ， 每 葵 重 复 单 位 中 
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ae 


Mesh Be a = 8l+ch 


° 67 @ 


含有 大 量 丙 氮 酸 及 甘氨酸 ， 其 重复 单位 具有 下 面 的 所 基 酸 顺 
FFs . 

—~(Gly—Ala) ,-Gly-Ser--Gly—-Ala—Ala~Gly—(Ser-Gly= 

Ala—Gly—Ala-Gly ) ,-Tyr- | 

两 条 相 邻 的 p- 折 迁 彼 此 缠绕 起 来 ， 一 条 以 G1y 与 另 一 条 的 Ser 或 
Ala 相 配对 ， 这 样 就 形成 一 条 坚实 的 结构 。 乔 丝 虽 然 丰 很 强 的 拉 
力 ， 但 是 又 具有 柔性 (flexibility) 和 弹性 (elasticity)。 

3. RR 

胶原 (colagen) 也 属于 纤维 蛋白 ， 它 构成 动物 的 各 种 结缔 
组 织 (conrective tissues)， 胶 原 的 结构 我 们 已 在 本 章 的 第 七 节 
中 讨论 过 ， 这 里 就 不 再 重复 了 。 
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第 四 章 超 二 级 结构 


一 、 超 二 级 结构 的 概念 


是 ”蛋白质 结构 中 不 但 有 二 级 结构 ， 而 且 这 些 二 级 结构 还 形成 
一 些 有 规则 的 聚合 物 ,Rossman(1973) 称 之 为 超 二 级 结构 (super 
-secondary stracture) 。 后 来 Levitt 与 Chothia(1976) 称 它们 为 折 
迭 单 元 (folding unit)。 在 蛋白 质 中 超 二 级 结构 比 二 级 结构 在 更 
高 一 级 的 水 平 上 代表 蛋白 质 中 折 闪 的 单位 。 

在 蛋白 质 结构 中 超 二 级 结构 是 经 常 存在 的 。 例 如 ，o- 螺 旋 
与 睹 折 迭 可 以 组 成 各 种 有 规则 的 折 迭 单元 ， 这 说 明 超 二 级 结构 
是 非常 适合 多 肽 链 的 折 迭 ， 从 而 可 以 形成 球状 蛋白 质 。 超 二 级 
结 梅 的 研究 历史 还 不 久 ， 积 累 的 资料 也 还 不 够 多 ， 尚 有 待 不 断 
的 研究 。 现 在 已 经 知道 的 超 二 级 结构 有 下 列 五 种 。 


于 二 、 着 曲 的 卷曲 w- 螺 放 


在 纤维 蛋白 中 卷曲 的 卷曲 o- 螺 旋 (coiled coil a—helix) it 
常见 的 规则 的 形式 。1953 年 Crick 就 已 经 提出 。 
ie Bie CFF) 彼此 沿 一 个 轴 缠 绕 在 一 起 ， 形 成 一 个 
左手 的 超 螺 旋 (super-helix), 其 重复 单位 的 距离 为 140A 。 
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RS HH 的 卷曲 %- 螺 旋 存 在 于 o- 角 蛋白 (keratin). 原 肌 球 蛋 
白 (tropomyosin)、 副 肌 球 蛋白 (paramyosin )， 及 轻 酶 解 肌 球 蛋 
Fi (light meromyosin) 中 。 近来 在 球 蛋白 中 也 观察 到 小 段 的 着 
曲 的 卷曲 螺旋 ， 其 中 的 o- 螺 旋 以 平行 或 反 平 行 式 紧 紧 地 排列 
在 球 蛋 Hz 中 ， 如 虹 量 血红 蛋 白 (hemerythrin), 烟草 花 叶 病毒 
衣 壳 蛋白 (TMV coat protein) , 细菌 视 紫 红 蛋 白 (bacteriorbod-_ 
opsin ) 等 。 此 外 还 有 细胞 色素 bs 62(Cytochrome b,, 2)> 南方 菜 
豆花 叶 病毒 (SBMV) 也 含有 o- 螺 旋 卷 曲 的 卷曲 (图 4.1)。 


(E491 卷曲 的 卷曲 x- 螺 旋 可: 
《3) 左手 螺旋 的 总 图 〈b) 为 《c) 图 的 柱状 国 
《c) 一 对 平行 的 卷曲 的 卷曲 % 一 螺旋 的 横 切 面 


=. BEB ATG 


HE 2S Hk EP DA BEI G5 HAH OP a] DES a ae Be OH 
Pram 5 (BEB unit)(E = ksai)。B8B 单 元 通常 都 图 右 手 的 ;也 称 为 
Bx B 单 元 。 
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(a) Pop 2 5G 
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在 858 单 元 中 , 如果 中 间 的 连接 为 不 规则 的 卷 曲 〈coil) ,此 
单元 即 称 为 pcg 单 元 。 如 果 中 间 的 连接 为 o- 螺 旋 ， 即 称 为 BcB 单 
Joo 如 果 中 间 的 连接 为 另 一 个 B- 结 构 ， 则 称 为 BB8 单 元 。: 在 大 多 
数 球 蛋白 中 已 经 观察 到 BE8 单 元 的 超 二 级 结构 

在 蛋白 质 中 时 常 有 两 组 BaB 单 元 组 合 在 一 一 起 , 成 为 一 种 更 复 
杂 的 超 二 级 结构 ,这 种 结构 称 为 Rossman 折 j& (Rossman fold), 
它 是 858 的 特殊 形式 。 Rossman 折 迭 包 括 两 个 相 邻 的 ga8 单 元 , 即 
BoBoc8B， 如 图 4.2 中 的 (b) 所 示 。 

Rossman 折 和 迭 存 在 于 许多 种 蛋 AR, 如 乳酸 脱氧 酶 (LD- © 


图 4.3 ”丙酮 酸 激酶 的 三 维 结构 
示 其 中 的 Rossman 折 适 
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下 苹果 酸 脱 氢 酶 (MDH) , RE SC ADH) 、 枯 草 杆 菌 蛋 白 酶 
ubtilisin) =F, Py Ad Ag Yh (Pyruvate Snase) 都 是 具有 典型 
Ros zi 折 进 的 超 二 级 结构 (图 4.3)。 

于 Rossmah 折 选 除去 具有 papop 的 结构 外 ， 有 时 还 具有 BBaopB 

的 结构 ，， ee 

蛋 自 质 市 春 顺 序 上 邻近 的 二 结构 ， 它 们 在 三 维 结构 中 也 
常 相 接触 ， 这 种 情况 常 0 
螺旋 装配 在 一 起; 或 8 两 个 反 平 行 的 B- 折 和 迭 装 配 在 一 起 ， 这 

k 结 构 也 属于 超 二 级 结构 。 据 Levitt 和 Chothia(1976) 统 计 ，31 
ee Rell hea ees 级 结构 总 片 

PEE 


四 ters (8-meanter) 


在 许多 蛋白 质 中 8 折返 层 由 3 FM LAB HEB 成 ， 

它们 中 间 以 乔 链 连接 ， 这 种 结构 Schulz (1980) PAH 回 
(B-meapder )。 例如 IT 溶菌 酶 :CT41ysozyme)、 葡 萄 球菌 核酸 

酶 以 及 ID 机 的 催化 部 位 都 含有 B- 迁 回 。 

在 蛋 自 质 结 构 中 8- 迁 回 是 很 常见 的 ， 在 3 RRB THE 
中 ， 有 B- 迁 回 占 一半 以 上 ,因此 ;它们 也 属于 超 三 级 结构 。 在 EA 
质 结 构 中 8- 迁 回 可 以 和 o- 螺 旋 相 比拟 。 据 Richardscon 统 计 , 在 许 
BEE Rep, MRA 3 个 B- 折 和 迭 相连 接 存在 ， 那 么 最 常 
见 的 就 是 B- 迁 回 。 
-本 中 - 庆 国 观 用 多 种 ,， 包括 希腊 钥匙 (Greek key), 双 希腊 钥 RE 
-daubleliGreek key) “4%, Ai4e4, 图 4"5 举 出 了 和 蛋白质 中 合 
有 这 种 结构 的 例子 ， 以 见 一 斑 。 


o 75 6 


ae 


图 4.4 (a) B-iEs (b) 希 腊 钥匙 《c) 双 希腊 钥匙 


ASS J 
HEMI (de) 


HOGRE A 
A495 各 种 蛋白 质 中 的 希腊 钥匙 图 


t.. B-HriétH (B-barrel) 


在 蛋白 质 中 8- 折 和 迭 片 可 以 进一步 折 和 渤 成 桶 状 的 结构 ，Ric- | 
hardson(1982) 称 之 为 B- 折 迭 桶 (B-sheet barrel)， 简 称 B- 桶 (B- 


barrel). | 
BHM E TM IER, RATT SB 
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部 分 地 卷 成 一 个 桶 状 。 组 成 B- 折 迭 桶 的 折 和 迭 片 少 的 时 候 可 以 
是 5 基 ， 多 的 时 候 可 以 达到 15 个 B- 折 迁 片 。 它 们 的 中 心 由 朴 水 
的 氨基 酸 侧 链 形成 ?葡萄 球菌 核酸 酶 (Staphylococcus nuclease) 
桶 由 5 股 B 折 和 迭 组 成 ， 大 豆 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 (soybean try- 


图 4,6 8B- 折 和 迭 桶 形成 的 过 程 示意 图 
(B- 桶 为 希腊 钥匙 式样 ) 


of 75. @ 


| 
psin inhibitor) £464, @EREH 〈IgG) 的 恒定 区 含有 2 
7 个 , 超 氧化 物 歧化 酶 (Superoxide dismutase) RHO 
图 4,6，4*7 是 由 B- 折 选 片 形成 B- 折 迁 桶 的 过 程 的 简明 示意 图。 局 


a 


图 4,7 ”由 Rossman 折 和 迭 形 成 的 B- 桶 


Richardson 将 B- 桶 的 结构 分 为 三 类 :， 

(1) 印 地 安 花篮 结构 (Indian basket structure), 如 木瓜 蛋 
白 酶 (papain), 大豆 胰 蛋白 酶 抑制 剂 ? 

(2) 希腊 钥匙 结构 (Greek key structure)， 如 胰 凝 乳 蛋 白 
Re (chymotrypsin), 超 氧 化 物 歧 化 酶 

(3) 闪电 结构 〈lightning structure)， 如 磷酸 丙 糖 异 构 酶 
(triose phosphate isomerase) 。 

p- 折 迭 桶 的 形成 过 程 可 以 图 4" 8 表示， 这 样 形 成 的 结 构 是 
希腊 钥匙 结构 。 
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对 


图 4*8- ; 美国 印 地 安 及 希腊 陶器 上 的 花边 与 8 迁 回 、 希 腊 


钥匙 及 闪电 结构 的 比较 (Richardson) 
° 77 9 


入 、%- 螺 旋 一 转角 -2- 螺 旋 


Sauer 等 人 (1982) #EMREA 质 与 DNA 相 互 作用 时 发 现 噬 菌 : 
体 入 (Bacteriophage 入 )，434 或 P22 的 和 阻 遏 蛋 衣 (A repressor) 与 
DNA 分 子 上 的 操纵 子 (operator) 结合 部 位 的 结构 都 是 一 Fa 
螺旋 -转角 -o- 螺 旋 (a-helix-turn-a-helixz)， 他 们 认为 这 也 是 
一 种 超 二 级 结构 。 这 种 结构 在 蛋白 质 与 DNA 的 结合 中 占有 重要 
地 位 ， 它 可 能 是 与 DNA 结 合 的 蛋白 质 (DNA-binding protein) 
的 共同 特征 〈 图 4.9) 


-~ 


| FRAO 二 螺旋 一 转角 -0 螺 旗 与 NA 的 结合 

人 .噬菌体 Bum ikP22 
i i) ea a A. 434 P22 LAPS BA ES a 
AAA, Fp a ee BO oR he ee TR TB 
(LADS Ze RR SE A, 3 BSR BY RE ESS PP DNAB A 
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的 蛋白 质 的 共同 特点 。 
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SAR “结构 域 Eas. 


一 .引言 | 


生物 化 学 家 很 早已 经 认识 到 在 蛋白 质 分 子 中 存在 着 球状 的 ， 
亚 结构 。Phillips(1966) 在 研究 鸡 卵 溶菌 酶 (Lysozyme) 的 X- 射 
线 衍射 分 析 以 及 Drenth 等 (1968) 研 究 木 瓜 蛋 白 酶 (Papain) 的 晶 】 
体 结 构 时 都 注意 到 在 这 两 种 单 肽 链 的 酶 中 存在 有 被 一 个 裂口 分 
隔 开 的 球状 单元 ， 在 裂口 上 溶菌 酶 的 确 物 多 糖 或 木瓜 蛋白 酶 的 
底 物 肽 与 之 结合 .在 此 之 前 Porter(1959) 就 发 现 免 疫 球 蛋 白 的 轻 时 
链 和 重 链 是 由 可 以 分 离 的 单位 组 成 的 。 目 前 已 在 大 量 球 蛋 白 、 酶 下 
及 结构 蛋白 如 肌 球 蛋白 中 发 现 了 类 似 的 结构 。Wetlaufer(1973) 
将 蛋白 质 中 的 这 种 亚 结构 称 为 结构 域 (structural domains 或 
domains), 认为 蛋白 质 三 维 结构 中 存在 的 这 些 易于 鉴别 的 球状 
亚 结 构 具 有 重要 的 功能 。 

大 多 数 大 蛋白 质 分 子 都 分 裂 成 几 个 结构 域 ， 每 个 结构 域 含 
有 100~150 个 氨基 酸 残 基 , 大 致 相当 于 直径 为 25 和 A 的 小 球 (globu ， 
les) 。 图 5.1 为 胰 凝 驰 蛋 白 酶 (chymotrypsin) 的 两 个 结构 域 ， 氮 
基 酸 残 基 1 一 122 为 一 个 结构 域 , 残 基 123 一 245 为 第 二 个 结构 域 。 
这 可 能 是 由 于 一 个 大 的 蛋白 分 子 分 隔 成 几 个 结构 域 ， 可 以 使 折 
和 迭 过 程 变 得 简单 得 多 ， 使 每 个 独立 折 和 迭 的 单位 的 长 度 变 得 更 小 
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志和 现在 由 编码 蛋白 质 的 基因 的 核 苷 酸 顺 序 已 经 了 解 到 ， 每 个 
构 域 是 由 与 之 相对 应 的 外 显 子 (exon) 编 码 而 成 的 。 

结构 域 是 多 肽 链 的 一 个 小 区 (subregion) 。 在 蛋白 质 分 子 的 
电子 密度 图 中 可 以 看 到 彼此 被 分 隔 成 不 同 的 区 域 的 部 分 。 当 进 
蛋 和 白质 的 和 射线 衍射 并 计算 电子 密度 图 的 过 程 中 往往 可 以 观 
察 到 ， 在 许多 种 蛋白 质 分 子 中 含有 彼此 连接 松散 的 球状 部 分 ， 
这 些 球状 部 分 从 电子 密度 图 中 就 可 以 看 出 它们 的 轮 廊 来。 这些 
部 分 就 是 结构 域 。 结 构 域 是 蛋白 质 分 子 在 空间 上 分 隔 的 部 分 ， 
蛋白 质 分 子 好 象 是 两 个 或 多 个 裂片 所 组 成 的 。 


图 5.1 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 两 个 结构 域 
《 带 点 的 为 一 个 结构 域 ， 无 点 的 为 另 一 结构 域 ) 


e 8T e 


tree cc 在 描述 


白质 结构 时 都 已 使 用 结 梅 域 这 个 名 词 。 


一 个 蛋白 质 分 子 的 不 同 结 $ 构 域 可 能 含有 完全 不 同 的 结 7 


BIN, —Pa wah eA 4a heey, ii — 一 个 结构 域 则 由 
反 于 行 的 8- 折 选 形成 的 8 一 折 和 碗 桶 组 成 。 | 


二、 邻近 相关 性 


FR ARAT PS KITA LMR, KEDTEA 


一 定 的 规律 。 在 多 肽 链 上 彼此 邻近 的 氨基 酸 残 基 在 款 蛋 白 的 三 
维 结构 上 也 倾向 于 彼此 邻近 ， 而 远离 的 残 基 在 三 维 结构 上 也 倾 
向 于 彼此 远离 〈 处 于 几何 学 上 紫 远 距离 岂 在 所 有 可 观察 到 的 含 


有 两 个 以 上 结构 域 的 球 蛋 白 分 子 中 都 可 以 看 到 这 个 原则 ， 结 构 


域 表 现 出 高 度 的 邻近 相关 性 (neighborhood correlation) , 
邻近 相关 图 可 以 显示 出 结构 域 ， 我 们 可 用 下 式 计 算 邻 近 相 
KR 
SR ee 之 [<2 ret k)° 
SUH ERA AML, DURIEBO BURR, DIE HE 
为 纵 坐 标 ， 可 以 得 到 邻近 相关 图 。 5-2 AE Me 
近 相关 图 ,图 中 显示 出 两 个 峰 由 中 间 的 谷 隔 开 , 这 表明 在 多 肽 链 
中 有 两 个 区 域 在 折 和 迭 过 程 中 将 残 基 在 几何 学 上 安排 得 很 靠近 。 
它们 在 多 肽 链 上 也 是 很 靠近 的 ， 这 些 区 域 应 当 看 作 是 结构 域 。 
邻近 相关 性 表明 一 条 多 肽 链 的 折 选 行为 好 象 一 条 缉 子 ， 手 


持 绳 子 的 一 端 ， 让 另 一 端 慢 慢 地 落 在 地 面 上 ， 在 地 面 上 所 形成 


的 绳子 的 折 和 迭 不 是 随意 的 ,而 是 表现 出 邻近 的 部 分 折 迭 在 一 起 ， 


离开 远 的 部 分 彼此 远离 ， 绳 子 不 是 纠缠 在 一 起 ， 而 是 提起 绳子 ， 


* 82 8 


10 
7 和 -~ 
¢ ast 
kj nd ie 
yi ts 
得 tn} 3 
‘af > » NI} 
. 内 
{ 
n- 
VW 
wo 


0 50 100 150 200 
REX 


图 5' 2 多肽 链 的 邻近 相关 图 
胰 资 乳 蛋白 及 的 邻近 相关 数 为 残 基 i 的 函数 


的 一 端 很 容易 散 开 & 和 根据 这 个 原则 ， 肤 链 不 应 当 存在 打 结 (knot) 
的 结构 。 事 实 上 在 所 有 已 知 结构 的 蛋 百 庆 分 子 中 都 不 存在 打 结 
的 结构 ; 这 也 可 以 证 明 邻 近 相关 性 的 原则 。 


三 、 结 构 域 的 一 般 性 质 

在 蛋白 质 中 许多 二 级 结构 单位 结合 形成 结构 域 ， 其 性 质 一 
方面 由 多 肽 链 的 手 性 决定 ， 另 一 方面 也 由 于 组 装 需要 将 蛋白 分 
子 的 疏水 表面 积 尽量 减 到 最 小 而 决定 。 
te 在 一 个 蛋 自 质 分 子 中 结构 域 有 时 彼此 的 结构 很 不 相同 ， 如 
木瓜 蛋白 酶 的 结构 域 1 和 结构 域 2 (图 5.3) ， 但 有 些 则 很 相似 ， 
如 弹性 蛋白 酶 (elastase) 的 两 个 结构 域 都 具有 有 8- 折 和 迭 桶 的 结 构 
图 5.4) 。 
人 1 结构 域 的 大 小 变化 很 大 ， 可 以 从 4 个 残 基 到 400 个 残 基 , 但 
最 常见 的 结构 域 大 小 范围 在 100 一 200 个 残 基 之 间 。 
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图 5.4 弹性 蛋白 酶 (elastase) 的 两 个 结构 域 ， 都 具有 有 - 桶 的 结构 。 


酶 分 子 的 活性 中 心 (active center) 常常 存在 于 两 个 结构 
域 的 交界 面 上 ， 使 各 个 结构 域 的 功能 集合 在 一 起 ， 便 于 形成 更 
特殊 的 分 子 ， 使 之 具有 各 种 功能 ， 如 各 种 脱氧 酶 。 

蛋白 质 分 子 中 结构 域 的 存在 可 能 是 蛋白 质 分 子 遗 传 发育 的 
结果 ， 也 可 能 代表 蛋 昌 质 折 和 迭 的 基础 。 每 个 结构 域 可 以 有 自己 
独立 的 折 闪 过程 ， 而 与 其 它 结构 域 无 关 ,， 最 后 的 三 级 结构 可 能 
是 这 些 折 和 迭 的 总 汇合 。 
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é 真 核 生物 的 DNA 中 含有 外 显 子 (exon) 和 内 含 子 (intron) ， 
内 含 子 是 不 编码 蛋白 质 的 搬入 顺序 Cintervening sequence) ,大 
概 一 个 外 显 子 翻译 成 一 个 结构 域 。 例 如 ， 肌 动 蛋 白 (actin) 的 
兰 维 结构 已 1981 年 由 Suck 等 人 测定 完成 ， 其 分 子 大 小 为 67 x 
和 0 又 37 入 ， 由 一 个 大 结构 域 和 一 个 小 结构 域 组 成 。 每 个 结构 域 
维 有 类 似 的 结构 ， 中 央 为 8- 折 迭 片 ， 外 围 为 -螺旋 。 最 近 Shah 
(1983) 测定 了 玉米 和 大 豆 的 肌 动 蛋白 的 基因 ， 此 基因 含有 
昂 个 内 含 子 和 4 个 外 显 子 ， 其 中 两 个 外 显 子 很 小 ,主要 的 两 个 ,一 
闪 是 中 等 的 ， 一 个 是 大 的 。 可 能 是 小 的 外 显 子 不 能 形成 结构 域 ， 
而 中 等 的 和 大 的 外 显 子 形成 一 大 一 小 的 两 个 结构 域 ， 这 与 蛋白 
质 晶体 学 的 研究 结果 是 一 致 的 。 


四 、 一 些 蛋 白质 的 结构 域 举 例 


4 Perr i (immunoglobulin) 
“结构 域 的 概念 最 早 是 由 Edelman(1970) 为 了 描述 免疫 球 蛋 
从 (Ig) 而 提出 来 的 。 早 在 1959 年 ,Porter 就 用 木瓜 蛋白 酶 水 解法 
特 IgG 的 不 同 结构 域 分 开 了 。 以 后 Amzel (1979) 等 研究 IgG 的 
3-D 绪 梅 时 更 进 二 步 证 实 了 IgG 结构 中 存在 结构 域 。IgG 分 子 由 
了 2 余 结 构 域 组 成 ，4 个 位 于 两 条 轻 链 中 ，8 个 位 于 两 条 重 链 ， 续 
果 如 图 55。 
2. RK A Pelthoxy peptidase A) 及 嗜 热 菌 蛋白 (thermaq 
ysin) 

羧 肽 酶 A 和 嗜 热 菌 蛋白 的 分 子 量 都 在 34,000 左 右 ， 它 们 都 
含有 Z.:+， 属 于 含 Z。 蛋 白 ， 它 们 都 需要 Za 催化 酶 的 活性 。 
嗜 热 菌 蛋白 由 两 个 结构 域 组 成 ， 一 个 的 顺序 从 1 一 157 位 残 

«Ey 第 2 个 从 158 一 316 位 残 基 ， 二 者 明显 分 开 。 
ee 85 。 
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图 5.5 SRR AM 

3. RA eel BA Re ES (elastase) aR 

EIR EAMH, S1ise—10KEBRER REMI, 
第 131 一 245 残 基 形成 结构 域 2( 图 5.1)。 在 弹性 蛋白 酶 中 ， 第 16 
一 125 残 基 组 成 结构 域 1, 第 126 一 245 残 基 组 成 结构 域 2。 

.在 这 些 蛋 白 酶 中 ,， 酶 的 催化 活性 是 出 两 个 结构 域 共 同 提供 “ 
的 ， 如 瑟 is57、&sp102 存 在 于 结构 域 1 中 ,而 Ser 195 则 存在 于 结 
构 域 ?中 ， 底 物 的 结合 部 位 定位 于 结构 域 2， 在 二 个 结构 域 的 小 
球 之 加 存在 一 个 裂隙 (cleft)， 能 与 底 物 相 结 合 。 |. 

路 此 以 外 ,木瓜 蛋白 酶 、 磷 酸 甘 油 酸 激 杖 (Ehcssphoglycerate — 
kinaise) ,枯草 杆菌 蛋白 酶 (subtilisin), Dy Re G—3—-P fii Si ag (G 
PDH) 的 分 子 中 都 存在 明显 的 结构 域 。. 现 在 结构 域 已 为 蛋白 质 化 ， 
学 家 普遍 接受 。 


五 、 结 构 域 的 运动 
构象 变化 是 酶 作用 机 理 的 一 个 重要 部 分 。 蛋 白质 晶体 测定 
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可 以 运动 。 近 年 来 经 过 高 分 辩 率 的 结构 分 析 ， 包 括 应 用 电子 计 
算 机 图 象 分 析 技 术 ，Chothia 等 人 (1983,1984) 已 经 鉴定 出 另 一 
类 构象 变化 ,， 即 装配 紧密 的 -螺旋 空间 配置 的 变化 ， 他 们 证 明 
当 酶 与 底 物 结合 时 ， 在 酶 的 结构 域 之 间 ， 和 裂隙 的 开启 与 关闭 中 
螺旋 的 移动 起 着 重要 作用 。 

蛋白 质 内 部 是 紧 紧 装配 的 ， 因 此 酶 的 作用 机 理 要 依赖 二 级 
结构 之 间 的 相互 作用 。 在 间 旋 蛋白 中 ， 其 内 部 通常 是 由 o- 螺 旋 
组 装 形成 的 ，%- 螺 旋 贯 穿 分 子 的 内 部 ， 而 其 外 表面 则 由 短 的 线 
圈 连 接 起 来 .他 们 在 研究 柠檬 酸 合成 酶 (citrate synthetase) 时 ,发 
现 o- 螺 旋 的 时 架 以 刚体 状态 运动 ， 装 配 的 螺旋 的 相对 位 移 可 以 
达到 1.5A。 

许多 酶 在 与 底 牺 结合 后 发 生 构 象 的 变化 。 在 一 般 情况 下 , 栈 
的 活性 部 位 位 于 两 个 结构 域 之 问 的 裂缝 中 。 构 象 变化 就 包括 有 
结构 域 的 运动 ， 以 便 使 之 关闭 覆盖 在 底 饭 和 辅 基 上 。 结 构 域 的 
这 种 运动 可 以 使 催化 基 团 定向 地 包围 着 底 物 ， 因 别 出 不 合适 的 
底 物 ， 并 从 活性 部 位 上 将 水 分 子 排除 出 去 。 

在 三 羧 酸 循环 (triearboxylic acid cycle) 中 起 关 键 作 用 的 
柠檬 酸 合成 醇 就 是 一 个 很 好 的 例子 ， 它 能 催化 下 列 化 学 反应 ， 
COOH 
CH, 


COOH 


co 
| + CH; CO—CoA + H,O=2HO— C—COOH + CoA + H’ 
CH, 


| CH, 
COOH | 
COOH 
MZ ZR A Tem MA 


”柠檬 酸 合成 酶 的 三 维 结构 已 经 由 Remington 等 (1982) 测定 
0, Sli 


完成 : 它 是 一 个 三 聚 体 ， 而 单 体 是 由 两 个 结构 域 组 成 的 ， 一 大 
一 小 ， 活 性 部 位 就 存在 于 两 个 结构 域 的 裂缝 之 中 (图 5.6)。 组 
成 单 体 的 437 个 氨基 酸 残 基 折 适 成 20 个 -螺旋 ， 分 别 定名 为 A、 
B、C、D， 了 以 至 T， 并 有 一 段 小 的 双 股 B- 折 迭 片 。 从 A 至 M 及 从 
5 全 TI 的 15 个 %- 螺 旋 形成 大 结构 域 ， 其 余 5 个 结构 域 N 至 R; 形 成 
小 结构 域 。 在 大 小 两 个 结构 域 之 间 有 一 个 较 大 的 界面 , 主要 由 
大 结构 域 的 螺旋 K 及 S 与 小 结构 域 的 P、R 组 成 。 


AS °6 柠檬 酸 合成 酶 中 的 结构 域 的 关闭 ， 
(一 个 亚 基 的 示意 图 ， 另 一 个 亚 基 以 图 中 的 轴 作 二 重 轴 排列 》 


柠檬 酸 合成 酶 要 与 底 物 络 合成 活性 复合 物 ， 其 结构 必须 旦 
底 物 与 柠檬 酸 合 成 酶 先 结合 ， 然 后 再 与 辅酶 A 络 合 ， 把 底 物 埋 
藏 起 来 。 已 知 酶 分 子 可 以 两 种 状态 与 底 物 络 合 ; 一 种 状态 是 只 
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络 合 柠檬 酸 ; B—MRABTER SHRM A 都 络 合 。 比 较 这 两 
;种 结构 可 以 看 出 ， 在 完全 络 合 的 状态 下 ， 两 个 结构 域 完全 关闭 
起 来 册 柠檬 酸 与 辅酶 A 完 全 被 包 埋 在 内 。 他 们 分 析 了 有 关 这 
Ar Was ih ZA ES APL, ZRII. 
~ ) (1)7 介 o- 螺 旋 (FGHILMRS) 不 论 关 闭 ,或 者 开启 时 都 具 
有 相似 的 空间 排列 ， 它 们 构成 这 个 结构 域 的 半 刚 性 核心 。 
(2) 其 余 13 个 螺旋 与 这 个 核心 进行 相对 的 运动 。 
(3) 位 于 核心 与 小 结构 域 表 面 间 的 紧密 螺旋 彼此 相互 运动 ， 
每 次 运动 的 位 移 为 0.2A 至 1.8A ， 旋 转 为 4 至 11"。 
19 (4 螺旋 的 相对 移动 产生 累积 效应 ， 因 此 , 在 小 结构 域 的 螺 
旋 O 相 对 于 核心 移动 10.1A 及 28"。 

5 (57 螺旋 移动 的 效果 是 螺旋 0 及 P 之 间 的 线圈 移动 6.1 AR 
28"， 于 是 它们 覆盖 在 柠檬 酸 及 辅酶 A 上 上 ， 并 在 二 者 之 间 形 成 氢 
键 。 

其 它 酶 作用 时 也 发 生 结 构 域 的 运动 。 例 如 图 5"7 是 马 肝 的 本 
fii StH (alcohol dehydrogenase) fy — Rik Ma) FH 催化 结 
fiji (catalytic domains) 的 运动 的 示意 图 ,箭头 表示 催化 结构 域 
的 旋转 。 


图 5.7 醇 脱 氢 酶 的 结构 域 的 运动 
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目前 蛋白 质 的 动力 学 (dynamics) 已 经 成 为 蛋白 质 化 学 或 分 
子 生物 学 的 一 个 重要 研究 领域 ， 它 将 对 酶 的 作用 机 理 、 和 蛋白 质 
的 功能 作出 更 深入 、 更 进一步 的 解释 ， 使 我 们 对 生命 现象 的 理 
解 更 深入 到 分 子 水 平 。 在 第 十 一 章 中 我 们 还 将 讨论 血红 蛋白 的 
构象 变化 与 氧 的 运转 的 关系 ， 这 也 是 蛋白 质 动力 学 的 一 个 重要 、 
例证 。 
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第 从 章 ” 三 级 结构 


一 、 球 蛋白 的 折 闪 原则 


球 蛋白 (globular proteins) » 顾名思义， 它们 与 纤维 蛋 
Hi (fibrous proteins) 不同， 通常 具有 圆 球 的 形状 .不 过 , ER 
蛋白 的 三 维 结构 的 研究 表明 它们 含有 构成 纤维 蛋白 特征 的 许多 
三 级 结构 ;以 最 早 测 出 三 维 结构 的 球 蛋 白 甸 胞 色素 C_ (cytoch- 
rome C) 为 例 ， 这 个 由 104 个 残 基 组 成 的 蛋白 质 就 含有 co- 螺旋 、 
8- 折 和 迭 片 等 二 级 结构 ， 此 所 还 全 有 转角 和 具有 不 规则 构象 的 
多 肽 链 《图 6.1)。 

目前 已 有 大 约 200 种 蛋白 质 被 测定 出 了 它们 的 三 维 结构 , 显 
示 出 妹 蛋 白 结构 的 一 些 规律 。 仔 细 比 较 它 们 的 三 级 结构 可 以 看 
出 许多 蛋白 质 具 有 相似 的 基本 结构 ， 蛋 白质 之 间 的 共同 结构 特 
点 说 明 这 些 特 点 有 共同 的 物理 原因 ， 这 些 相似 性 反映 两 类 不 同 
的 物理 影响 。 其 中 第 一 个 就 是 手 性 效应 (chiral effect) ， 即 蛋 
白质 中 肽 链 的 排列 是 有 手 性 的 〈“handed?) ， 分 为 左手 和 右手 。 
这 是 由 于 多 肽 链 是 由 手 性 的 L- 氨 基 酸 所 组 成 的 。 蛋 白质 三 级 结 
攀 的 第 二 个 重要 效应 是 二 级 结构 〈 如 o- 螺 旋 及 B- 折 和 迭 ) 为 了 最 
有 效 地 组 装 在 一 起 ， 将 蛋白 质 亲 溶剂 的 表面 积 减 少 到 最 小 的 程 
度 。 我 们 在 下 面 讨 论 这 些 效应 。 
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图 6*1 细胞 色素 C 的 三 维 构象 


-螺旋 ，9 一 15，33 一 38，43 一 49，55 一 61，65 一 73，80 一 86 


1 1 
B-tT3E; 4—8 20—25, 88—32; 50—54, 74—79 
| | Grade th ott | 
B- 转 角 ，17 一 29，25 一 28，39 一 42，49 一 52，64 一 67，80 一 83 


a—Bp B—B a—o a—Bp a—o B—a 


1. 多 肽 链 的 手 性 对 蛋白 质 折 选 的 影响 
我 们 已 讨论 过 由 于 立体 化 学 的 限制 能 存在 的 多 肽 链 的 构象 
是 受到 约束 的 。 经 常 存在 的 结构 为 o- 螺 旋 ， 显 然 表 示 这 种 结构 
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下 只 是 允许 的 而 且 是 特别 稳定 的 。 根 据 蛋白 质 主要 由 手 性 的 
氨基 酸 组 成 的 事实 ， 多 肽 链 的 最 稳定 的 构象 并 不 是 直 的 ， 就 不 
; 妮 为 奇 予 。 从 蛋白 质 构 象 的 能 量 计算 ， 多 肽 链 还 是 以 稍微 向 右 
手 扭曲 为 好 -向 下 俯视 多 肽 链 的 轴 ) ， 多 肽 链 转动 位 置 180 度 ， 
结果 就 使 肽 链 在 右手 方向 产生 一 个 线圈 (coil) 。 

已 :在 球 蛋 自 中 形成 6- 折 进 片 的 肽 链 有 两 种 ， 即 平行 的 和 反衬 
行 的 5 雁 一 条 B- 折 迭 到 另 一 条 8- 折 迭 ， 以 同一 端 相连 接 的 只 存 
在 于 反 平 行 8- 折 从 中 〈 发 夹 状 hairpin) ， 而 在 平行 8 折 迭 中 从 
一 条 到 另 一 条 之 间 则 需要 有 一 个 交叉 crossover) ， 或 为 右手 
碱 为 左手 《图 6*2) 。 而 实际 上 在 蛋白 结构 中 观察 到 的 所 有 交叉 


b C 
图 6.2 (a) 反 平 行 式 B- 结 构 ， 〈b) 、《〈c) 平行 式 8- 结 构 


© OF xe 


均 为 右手 ， 不 管 它们 所 连接 的 8- 折 类 是 否 靠 近 。 这 可 能 是 由 于 
右手 交叉 在 能 力学 上 最 为 适宜 所 造成 的 。 

伟 展 的 多 胸 链 雪 生 扭曲 以 减少 其 交 条 的 能 量 的 第 二 小暑 果 | 
RULERS AEH RAIL GS Lk, RNMADNBSRKRT 旺 
Fl AS PLB ERE AR -PIEH RAWAS Hh. BTA 
这 种 扭曲 行为 在 蛋白 质 的 结构 上 是 一 个 重要 性 质 ， 因 为 扭曲 的 
8B- 折 和 迭 往 往 构 成 蛋白 质 结构 的 上 骨架。 许多 蛋 自 质 如 磷酸 丙 糖 异 
构 酶 (triosephcsphate isomerase) ， 丙 酮 酸 激 酶 (pyruvate 
kinase domain I) ， 乳 酸 脱氧 酶 CLDH domain I) , Whe 
(carboxypeptidase) ， 黄 素 氧 还 蛋白 Cllavodoxin) , RE 
激酶 (adenylate kinase) 的 肽 链 折 迭 中 都 参 入 了 扭曲 的 B- 折 和 迭 
或 混合 的 B- 折 迭 片 ,这 里 面包 括 蛋白 端 解 酶 的 羧 肽 酶 A, 传 邮电 
子 的 蛋白 质 黄 素 氧 还 蛋白 及 糖 醇 解 酶 的 磷酸 丙 糖 异 构 酶 。 虽 然 
这 些 酶 都 有 右手 扭曲 的 8- 折 入， 但 是 很 明显 它们 的 几何 学 则 不 
一 样 。 羧 肽 酶 和 黄 素 氧 还 蛋 自 是 平缓 扭曲 成 马鞍 状 《saddle 


-180° ~159° 一 1209。 - 90° 60° 6 
apes ene 1200 ee 
189° 


图 6.3 B- 折 和 迭 片 的 扭曲 
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sbape) 图 6*4)， TOD WT He Fe MIRE MVO—AT 2 Jy ROAR CE 
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Aes 黄 素 氧 还 蛋白 的 三 维 结 图 6.5… 磷酸 己 糖 异 构 酶 的 
构 ， 其 中 的 8- 折 迁 片 呈 王 维 结构 ， 其 中 的 
“马鞍 形 B- 折 迭 呈 B- 桶 状 
在 平行 8- 折 选 结构 的 每 种 类 型 中 ， 氢 键 的 样式 可 以 从 作用 
于 多 肽 链 内 和 链 间 的 力 来 理解 。 在 羧 肽 酶 及 LDH 的 近似 长 方形 
的 折 适 片 的 情况 下 ,这 个 几何 形状 反映 出 个 别 链 的 扭 蔓 与 链 间 
所 键 的 维持 之 间 的 竞争 。 当 折 和 迭 片 扭曲 时 链 间 的 氢 键 横向 于 拉 
让， 因此 ， 阻 止 将 扭曲 作用 施加 于 折 选 片上， 马 著 形 的 几何 形 
状 就 反映 这 些 力 通过 折 迁 片 的 均匀 分 布 〈 图 63)。 磷 酸 再 糖 异 
构 酶 中 形成 桶 状 的 B- 折 适 片 与 上 述 情况 不 同 ， 它 们 形成 一 个 具 
有 柱状 回 陷 的 沙漏 “hourglass) RRM. RAB Aw 
曲 B- 折 选 自动 地 产生 一 个 桶 状 止 陷 ， 反 之 在 桶 状 表面 上 的 扭曲 
的 折 和 迭 片 上 需要 摇晃 的 氨 键 stagged H bonds)。 在 上 述 两 种 
情况 下 作用 力 是 相似 的 ， 而 最 后 结果 反映 出 链 的 扭曲 与 链 内 所 
_ 键 的 保持 之 间 的 抵消 。 
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手 性 既 影 响 平行 B- 折 和 迭 的 连接 ， 也 影响 它 的 用 何 形状 按 
上 述 原则 平行 针 折 迭 之 间 的 交叉 连接 都 是 右手 的 。 在 平行 的 B- 
桶 中 ， 连 接 不 能 深入 中 心 ， 桶 的 中 心 大 小 足以 适应 容纳 芯 水 侧 
链 。 多 肽 链 骨 架 以 简单 的 右手 旋转 围 着 8- 桶 缠绕 起 来 ， 一 次 移 
动 一 个 8- 折 和 迭 片 而 把 o-- 螺 旋 围 在 外 面 。 因 此 ,虽然 这 些 结构 较 
大 ， 而 其 折 迭 方式 则 很 简单 ， 如 磷酸 丙 糖 异 构 酶 。 

在 马 贰 形 的 平行 8- 折 迭 中 ， 如 关 肽 酶 、 硫 氧 还 蛋白 或 黄 素 
氧 还 蛋白 ， 在 每 催 有 一 层 o- 螺 旋 。 用 右手 交叉 连接 来 完成 这 种 
结构 ， 多 肽 链 必 须 有 时 沿 一 个 方向 移动 ， 有 时 洛 另 一 个 方向 移 
动 ( 图 6.4)。 这 种 花样 有 时 称 为 “ 核 音 酸 结 谷 结构 域 所 hteleotid。e 
binding domain), 因为 这 类 蛋白 质 大 多 数 结合 一 个 单 核 苷 酸 ， 
ROT ORE REPEC. | 

在 反 平 和 行 8- 鼻 自 中 ， 手 性 原则 也 影响 B 折 适 转 网 福 状 结构 
的 扭曲 。 最 常见 的 结构 是 反 平 行 8- 折 和 迭 福 ， 其 中 B 折 和 迭 之 间 的 
连接 横 穿 桶 的 顶部 或 底部 ， 而 不 是 直接 连 到 它 的 最 近邻 的 折 适 
片上 。 如 果 将 桶 展开 ， 放 平 ， 并 从 溶剂 一 侧 观 看 ， 则 折 送 片 的 
连接 将 有 如 图 6.6 所 示 的 形状 ， 这 称 为 “Gieek Key ”拓扑 学 
(topology) ， 因 为 它 很 象 希腊 花瓶 上 常见 的 花边 。， 


图 6.6 “Greek 玉 ey” 拓 扑 学 
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二 二 光 .二 级 结构 之 间 的 组 装 及 结构 域 的 形成 

上 节 我 们 讨论 了 能 量 上 优先 的 多 肽 链 的 手 性 在 B- 折 迭 片 等 
中 的 连接 上 以 及 球 蛋 白 B- 折 人 迭 片 的 整个 几何 形状 表现 出 来 ， 在 蛋 
白质 结构 的 形成 中 另 一 个 重要 因素 是 将 二 级 结构 组 装 在 一 起 形 
成 一 个 更 大 的 单位 。 其 中 最 常见 的 组 装 之 一 就 是 超 二 级 结构 B 
a8， 在 两 个 靠 氢 键 相连 的 平行 B- 折 和 欠 上 紧 紧 连 上 一 个 o- 螺 旋 ， 
磷酸 丙 糖 异 构 酶 可 以 看 作 是 一 系列 交叉 的 BoB 结构 所 组 成 的 。 
整个 结构 可 以 看 作 是 由 8B- 折 和 迭 片 组 成 的 内 部 的 桶 ， 被 -螺旋 组 
成 的 外 部 的 桶 紧 紧 包装 起 来 。 

反 平 行 的 8- 折 迁 片 形式 的 常见 的 蛋白 质 是 有 两 层 B- 折 迭 
H, MRE GMAW, Bie CTBSV) 结构 域 3, 华 
JIGEREBA (concanavalin A) 等 。 另 一 些 反 平 行 的 B- 蛋 白 
只 有 一 层 担 曲 的 8- 折 迭 片 ， 而 在 其 上 面 覆 盖 着 一 层 %- 螺 旋 或 线 
圈 ， 如 磷酸 革 油 醛 脱 氢 酶 结构 域 2, 细 菌 叶绿素 蛋白 〈bacterio- 
chlorophyll protein) , 

单 层 结构 的 蛋白 质 是 不 稳定 的 ， 因 为 蛋白 质 至 少 需 要 两 层 
才能 把 芷 水 基 团 掩盖 起 来 ， 故 单 层 蛋白 是 不 存在 的 。 反 平行 B_ 
蛋白 是 典型 的 双 层 结构 ,因为 反 平行 折 移 片 有 一 侧 暴露 于 溶剂 
中 平行 8- 折 迭 片 至 少 还 需要 多 一 层 ， 以 便 产 生平 行 B- 折 人 迭 片 
之 间 的 交叉 连结 。 与 反 平 行 8- 蛋 白 不 同 ， 它 们 有 一 面 不 能 耐 受 
溶剂 的 暴露 ， 它 们 总 是 在 蛋白 中 心 作为 结构 骨架 ， 而 在 两 侧 有 
另外 的 结构 。 所 以 ， 这 类 蛋白 通常 有 三 层 , 如 磷酸 甘油 醛 激酶 
或 具有 四 层 ， 如 磷酸 丙 糖 异 构 酶 〈 图 67)。 

完全 由 5x- 螺 旋 作 为 二 级 结构 的 蛋白 质 也 是 靠 螺旋 之 间 紧 颇 
装配 的 ， 有 些 球 蛋 白 的 基础 是 一 组 4 个 o- 螺 旋 束 。4 个 o- 螺 旋 
顺序 连接 到 其 最 邻近 的 螺旋 组 装 在 一 起 具有 一 个 近乎 四 方 的 模 
断面 ， 因 为 每 个 螺旋 彼此 以 18 度 角 相 互 作 用 ， 整 个 螺旋 具有 左 
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手 的 扭曲 。 细 胞 色素 C 


， 细 胞 色素 bssiy TMV ATER AB 


图 6"7 具有 不 同 层 数 的 骨 扣 结 构 的 蛋白 质 结构 虞 


层 的 克 酸 甘油 醛 激酶 结构 域 34 


《c) 四 层 的 磅 酸 丙 糖 异 构 酶 ; 箭头 指骨 架 的 层次 。 


一 人 
一 
一 一 


(b) 


层 的 细胞 色素 c7; 


— 
一 一 


(a) 
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(a) , (b) 
图 6.8 (a) 细胞 色素 c，(b) TMV HEA 


二 、 球 蛋白 的 分 类 


蛋 自 质 的 分 类 学 (taxonomy) 应 当 是 根据 蛋白 质 的 三 级 
结构 来 划分 蛋白 质 的 种 类 ， 而 不 应 按照 蛋白 质 的 性 质 来 划分 ， 
稍 过 去 按照 蛋白 质 的 溶解 度 来 分 类 那样 ， 这 样 才能 真正 看 出 蛋 
和 白质 的 亲缘 关系 ， 它 们 是 否 具 有 同 源 性 Chomology) 。 

Levitt 与 Chothia (1976》 搂 照 蛋白 质 的 二 级 结构 将 蛋白 质 
“分 为 四 大 类 ; (1) o- 蛋 白 一 一 主要 由 o- 螺 旋 组 成 ,如 血红 蛋白 、 
细胞 色素 Cj (2) B- 蛋 白 一 -主要 由 8- 折 迭 片 组 成 ， 如 胰 蛋 昌 
BM. KEREAMM HM, (3) a /B2E } —o- WR ee 8-H 迭 
RAM, HCPA PR, Wee, MRR 
ee eame. (4) 0 + BE —— Bi oR he BHT IS A 
JAFEKHECRIEIE RATE, WH WRACRS. RA A 
酶 。 
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Richardson (1982) 研究 了 100 多 种 蛋白 质 的 三 维 结构 , 按 


照 组 成 结构 域 的 二 级 结构 的 排列 方式 ， 将 蛋白 质 分 为 四 大 类 ， 
即 

(1) 反 平 行 % 域 ; 

(2) 平行 x/B 域 ; 

(3) 反 平 行 8 域 ; 

(4) 富 含 二 硫 键 或 富 合 金属 的 小 蛋白 。 

每 大 类 下 面 又 分 成 几 个 亚 类 。 一 种 蛋白 质 的 结构 域 究竟 属 
于 哪 一 类 ,不 是 看 它 所 含 二 级 结构 的 百分率 ,而 是 看 二 级 结构 所 
形成 的 核心 〈core) 属于 哪 一 类 。 在 这 100 种 蛋白 质 中 以 平行 
cx/B 域 及 反 平 行 8 域 数 量 最 多 ， 各 占 30 一 35%， 小 蛋白 最 少 ， 约 
12%. Ch 

1。 反 平行 " 域 (antiparallel a domains) 

这 类 蛋白 质 除 去 含有 o- 螺 旋 外 ， 很 少 含有 其 它 结构 ,这 举 
o- 螺 旋 的 最 简单 连接 方式 是 反 平 行 排列 。 这 大 类 又 可 分 为 2 个 
WA: > ae i EI 

(a) 上 下 螺旋 束 Cup and down helix bundle) , XA E 
白质 通常 由 4 个 o- 螺 旋 组 成 ， 形 成 二 层 螺 旋 束 ， 一 上 一 下 地 相 
互 连 接 ， 故 称 为 上 下 螺旋 束 。 例 如 ， 细 胞 色素 C4， 细胞 色素 
bses, TMVSREA, Rit wl MABA Cmyohemerythrin ) 
(Al6+11), : Ss 

(b) Greek _ Key 螺旋 束 。 这 类 蛋白 的 -螺旋 束 的 排列 具有 
希腊 钥匙 (Greek Key) 的 样式 , 故 称 为 Greek key 螺 旋 束 。 它 
们 是 反 平 行 o- 结 构 中 最 重要 的 一 类 ， 包 括 珠 蛋白 (globin) ,如 
肌 红 蛋白 Gnyoglobin) 及 租 红 蛋白 Chemoglobin)。 FETE 


多 哺乳 动物 、 昆 虫 以 至 于 豆 科 植物 根瘤 中 ， 根 瘤 中 的 珠 蛋 自 即 ， 


豆 血 红 蛋 白 〈Leghemoglobin) 。 此 外 还 有 哮 热 菌 蛋白 酶 (therm- 
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olysin) , AMBER (papain) , TMK mS CA 
6.12), 

24 平行 ac/8 域 (parallel a/8 domains) 
1 这 是 蛋白 质 中 最 大 的 一 类 ， 包 含有 许多 种 蛋白 质 ， 它 们 含 
有 平行 的 B- 折 迭 片 或 混合 的 8- 折 和 迭 片 )》 。 两 股 8- 折 和 迭 片 靠 o- 
WER BK, ko ELA, oes Te 
WZ AEB WOAH, (AES SBT A RoE 
o- 螺 旋 之 间 的 连接 则 是 平行 的 ， 因 此 总 称 为 平行 的 c/B 结 构 
Mo 

* (a), 22337 478-Fi (single wound - parallel B barrel), 
FEILER EBA 4 或 5 条 ，o- 螺 旋 3 或 4 个 ， 所 有 
平行 cyB 蛋 自 都 具有 三 层 结构 〈 甚 至 四 层 结构 ) 〈 图 6"9)。 例 如 ， 
磷酸 丙 糖 异 构 酶 由 8 条 平行 8- 折 迭 片 组 成 〈B- 桶 状 ) ， 在 8- 折 
迭 与 乒 折 迭 之 间 由 o- 螺 旋 连 接 起 来 。 这 种 结构 不 打 结 ， 称 为 单 
: 绕 平 行 8- 折 和 迭 桶 〈 图 6.13) 。 


~ (a) pe: 
图 6.90 单 绕 B- 折 和 迭 桶 形成 过 图 6,10 双 绕 B- 折 和 迭 的 示意 图 
= 程 的 示意 图 
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(b) MZEB-HTK (claoli Doubly wound ®-sheet), ie ah 
还 有 一 些 B- 折 和 迭 桶 是 双 绕 的 ， 如 图 6.10， 

AAMSE-TEOEARBS, WSL Be ER ‘ 
NE SESE (6-14), 

3.6 (antiparallel B domains) 

Fi REBN RR EEG, BRR SH 
的 蛋白 质 在 数量 土 与 平行 c/8B 域 大 致 相同 : 

大 多 数 反 平 行 的 8- 结 构 域 形 成 桶 状 《〈barreD) 或 柱状 《6y- 
linder) ， 它们 不 象 平行 8- 桶 那样 形状 对 称 , 如 磅 酸 丙 糖 异 构 酶 
而 大 多 数 由 反 平 行 8- 折 和 迭 片 形成 桶 状 ， 在 蛋白 质 中 更 为 常见 。 
这 类 蛋白 质 又 可 分 为 下 列 三 不 亚 类 ， 

(1) 上 下 反 平 行 8- 桶 (up and down antiparallel B-bar- 
zel)。 这 类 蛋白 质 或 结构 域 由 4 至 6 条 B- 折 送 组 成 , 例如 林 瓜 
蛋白 酶 结 梅 域 2 即 由 6 条 有 B- 折 送 片 组 成 ， 

列 的 《图 6.15) 。 

(2) 希腊 钥匙 B- 桶 〈Greek ia: B—barrel) 。 ner 质 中 最 
常见 的 反 平行 8- 桶 结构 为 希腊 钥匙 结构 ， 它 们 的 B_ 折 送 排 列 成 
项 脂 花 瓶 的 花纹 形状 。 例 如 Cnu、 Zn i Ay Ss Hoe emperor! 
de dismutase) Bie A IF 


mie), 
二 


这 些 希腊 钥匙 8- 桶 具有 相同 的 手 性 , 从 蛋白 质 的 外 部 看 ， 
项 后 钥匙 形成 一 个 反 时 针 方向 的 游 涡 (swirl) 〈 图 6.16)。 


9102。， 


sandwich 


一 一 
一 一 
-一 一 


(3) 开放 式 三 明治 反 平 行 B-HTE 〈Open-face 
antiparallel B-sheet) 。 这 类 蛋白 质 具 有 两 层 结构 ， 一 层 为 必 


MRL TASEA 


Fl6-11 RF, EF RRR 
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螺旋 覆盖 在 一 层 B- 折 和 迭 层 上 面 ， 好 象 一 块 三 明治 ， 但 是 缺少 上 
面 一 片面 包 ， 因 此 称 为 开放 式 的 三 明治 。 例 如 ， 磷 酸 甘油 醛 脱 
气 酶 的 结构 域 2 就 是 一 种 ， 它 由 10 条 B- 折 迁 片 组 成 ， 土 面 覆盖 
3 个 ao- 星 旋 。 细 菌 叶绿素 蛋白 〈bacteriochlorophyll protein) 
由 3 个 亚 基 组 成 ， 每 个 亚 基 由 15 条 有 B- 折 迭 层 上 结合 着 均匀 分 布 
的 7 个 细菌 叶绿素 分 子 ， 并 且 在 上 面 覆盖 着 6 条 o- 螺 旋 。 此 外 ， 
谷 胶 甘 肽 还 原 梅 、 天 冬 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶 、 嗜 热 菌 蛋白 酶 都 属于 
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图 6.12 Ro, HARRIE 


这 一 类 (图 6"17)5 oat sai! | Bisa 
4. 宣 含 -S-S- 或 富 含 金 属 的 小 蛋白 (mall S-S- rich or 
metal-rich domains) 

这 类 蛋白 质 : 的 分 子 较 小 ， 它们 的 氨基 酸 残 基数 通常 小 于 
100， 有 一 些 含有 较 大 量 的 S-S 键 , 另 一 些 则 含有 配 位 金属 ， 现 
在 把 它们 归 为 一 类 。 

富 含 S-$ 键 的 小 蛋白 ,包含 有 毒素 蛋白 (如 erabutoxin 含 4 对 


HRRKGCAH RD } gS lle | 
图 6*13 平行 /8 BAP ARB 
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S-S#2) , E04 Fal Cn WEE BED FA BNES-SH), eee 
(wheat germ agglutinin, WGA)(j6*18), ~~ * ; 


= (oe 
RERAS 


图 6"14 平行 cjB。 双 绕 平 行 8- 折 选 片 


RESALES ASA BH ferredoxin, Aq Fe) , 
(MAE EA Cubredoxin, 7Fe), MIME Re, Mik ARs, 


( ghskancane) 、 
PF us - 


wake eEy 
BGS RFA FREE H 


Z ' ~~ ‘. 
PA ERRHA 
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i Hd £8, Zé bs HE ASAT BE UP CLG + 18). : : 
本 节 所 附 的 插图 ,就 是 J.S,.Richardson: 按照 蛋 百 质 分 类 的 
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~ *AHRARRE 
图 6*161 反 平 行 B， 希腊 钥匙 B- 桶 


~ 


p 大 类 绘 出 的 蛋 自 质 的 三 级 结 梅 的 一 部 分 ， 有 些 是 蛋白 质 的 某 
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图 6.18， 富 含 -S-S- ike EE 3 
(a) 富 含 -S-S- 的 小 蛋白 〈1,3,5) Os FEMME (2,4) 


artaMibeets, Bera CLecee, BATDLT mR mC 
的 一 些 基本 结构 原则 〈 图 511 至 图 6。 “18)。 
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面 。 因 此 ， 球 蛋白 都 具有 亲 水 特性 ” 
但 是 位 于 生物 膜 上 的 膜 蛋白 (membrane RS 与 一 
般 球 蛋白 不 同 ， 具 有 特殊 的 结构 因为 膜 蛋白 分 了 的 大 部 分 位 
©7106 
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PALOMA HOR BE BAH SIE, UHLIBRAR Fa i 1 5 A Be 
REAR LM 
#3 5 HBT SAG A ROE me IM HR ox BE Bac rio 
rhodopsin, 或 称 细 将 调理 素 )。 Pee (rhodopsin) 为 哺 
屯 动 临 的 一 种 视觉 色 索 ， 有 由 秆 状 的 视 蛋白 加 土 祝 黄 醛 (retinal) 
也 组 成 。 生 活 于 盐池 中 的 一 种 细菌 的 膜 上 存在 一 种 细菌 视 紫 红 
质 ， 它 具有 光驱 动 的 路 膜 质子 肥 的 功能 。- 通 过 电子 显微镜 技术 
忆 经 得 到 这 个 蛋 自 在 细菌 膜 上 存在 的 结构 呈 初 步 的 三 维 图 象 。 
注 个 蛋白 质 由 247 订 所 基 酸 焉 基 组 成 ， 它 们 构成 7 个 c- 螺 旋 ， 其 
Ke SARE), MRA, ILE TAS 
TREMOR DIG Ro 螺 旗 ,因此 螺旋 之 间 的 连接 是 很 短 的 。 
在 细 葡 膜 内 的 结构 以 w- 螺 旋 为 主 。 我 们 曾经 讨论 过 ，o- 螺 
上 二 除去 两 端 为 例外 ， 

ICT ABE. DYE MARRIOT SE, BEI 
和 
白质 的 &- 螺 旋 的 芒 水 侧 链 可 以 暴露 在 膜 中 的 政 水 环境 中 ， 用 中 
子 衍射 : Gaeutron diffraction) 实 验证 明 拔 氨 酸 定位 于 外 表面 
这 种 排列 使 得 e- 混 旋 中 存在 的 带电 荷 的 氨基 堆 侧 链 彼 此 相互 作 
旺 用 ， 并 与 蛋白 中 心 的 视 黄 醛 作用 。 简 言 之 ， 膜 蛋白 的 结构 与 存 
在 于 水 环境 中 的 球 蛋白 相 比 ， 好 象 是 翻 里 向 外 (inside-out) 的 
汶 子 。 此 处 ， 现 在 后 的 腊 蛋 下 中 的 视 紫 红 质 的 结构 也 已 经 测定 
遇 来 ， 有 兴趣 的 是 最 近 发 现 衣 菠 (Chlamydomonas) 感光 后 能 
进行 运动 ， 从 其 中 也 分 析出 视 紫 红 质 来 。 图 6.19， 图 6*20 就 是 
| 视 紫 红 质 及 其 与 生物 腊 相 结合 的 结构 。 

膜 蛋白 在 生物 膜 中 起 着 异常 重要 的 作用 ， 如 质子 泵 、ATP 
Be, LCA PTS (band 3) 等 在 离子 传递 、 合 成 ATP 上 有 重要 
“Oi. Alt, RATHER WAN RAS BE As 
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结构 
我 们 按照 蛋 自 质 的 功能 分 类 ， 在 


维 


红 质 结构 的 模型 


”细菌 视 紫 
分 辨 率 的 


图 6.20 


的 重要 领域 。 


5 目前 利用 X= 射 线 衍射 技术 研究 蛋白 质 的 前 体 结构 ， 已 经 有 


100 多 种 蛋白 质 获 得 了 高 


步 地 了 解 这 些 蛋 白质 的 结构 ， 
6*1 中 列 出 这 些 蛋 白质 的 名 称 、 来 源 和 作者 ， 


6-1 已 知 高 分 辨 率 三 维 结构 的 蛋白 质 
按 功 能 分 类 有 a 者 
(最 新 文献 ) 
氧 结合 蛋白 类 
珠 蛋 白族 血红 蛋白 (Hemoglobin) 
哺乳 类 | Fermi R Perutz, 1981 
NB & Hendrickson %, 1973 
He th Padlan 及 Love,. 1974 
肌 红 蛋白 (Myoglobin) Phillips, 1980 
AHEAD a BA Steigemann 及 Weber, 1979 
(Erythrocruorin) . . | 
BHaBeAa RI) Vainshtein, 1977 
(Leghemoglobin) eae, Cow. 
wr $6) 1h 27 单 体 Hendrickson 等 ，1975 
(Hemerythrins) 
SRK smith, 19 
VF Stenkamp 等 ， Mire 
氧化 还 原 蛋 白 类 人 
细胞 色素 C 族 “细胞 色素 C〈Cytockhrome Cy ， Takano) 及 了 ickerson，1981 
纽 胞 色素 Cs _Salemme 4) 3973 
细胞 色素 Cssn Timkovich 及 Dickerson, — 
1976 ~ 
细胞 色素 Cs551 Matsuara 等 ，1982 
细胞 色素 C556 Korszun % Salemme, 1977 
FEE Me Re 细胞 色素 b5 Atgos Ji Mathews, 1975 
4 Hid £8, 45 62 Lederer 等 ， 1981. 忆 
细胞 色素 c/ Weber 等 ， 1981 ee 
4H Hid 4 Hcy - Pierrot 等 ,- on US 
Ae fh 203% & RA CAzuriny Norris 等 1983. | 22% 
铁 氧 还 蛋白 CFerredoxins) 
2- 铁 Kukuyama 等 ，1980 
7-& Howard 4, 1983 
eee 
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er ans” 
| ER tart ac een 〈 最 新 文献 ) 
s8eil8- 铁 jio1 Adman 等 ，1976 
红 氧 还 蛋白 《〈Rubredoxin).- . Watenpugh 4, 1979. . . 
RE Carter %, 1974 . 
ste ols, 项 体 蓝 素 (Plastocyanin) Guss & Freeman, 1983 
q oo PAGE A (Thioredoxin) 
B exe: cewodhem Calis! - ie, Holmgren 4, 1975 
ao RRR : 45} Séderberg 4, 1978 
蛋白 酶 类 gorby ita! 
£2 5A 1 BS Fb sblisoylo) mB Sih 8 
枯草 杆菌 蛋 RRA RSAM (Subdtilisin) ..Robhertus 4, 1971 
AR, 5, 本 300 所 ~ ‘Ae St 
RARE  PRAE AMR Freer 4, 1970 
seat ° (Chymotrypsinogen) ..- «4% 
O- POSE AE _Birktoft.& Blow, 1972 
(a-Chymotrypsin) oh 
Y-RRAZA . Cohen 4, 1981 
coo; PHEEAB (Elastase) Sawyer, 1978 
Bik HRA (Kallikrein A>). Bode 4, 1985 
0-812 EAB Ca-Lytic Brayer 4%, 1979 
protease) 
. of Streptomyces griseus BAB 
e reeyson hk 7 Sielccki 4, 1973 - 
B Delbdaete 4, 1979 
胰 蛋 白 酶 原 (Trypsinogen) |  Fehthadmmer 4, 1977 
c.. RAB (Trypsin) Bode % Schwager, 1975 
R#E Re | AM BAB (Papain) Drenth 4, 1971 
rp BREAK CActinidiny © Baker 4, 1980 


i HA Be Endothia parasitica 蛋白 酶 Weng “%, 1979 
\ WBA Penicillopepsin James &% Sielecki, 1983 


©7115° 


续 表 2 
按 功 能 分 类 蛋 = 质 BE 3s 
hea CRIM) © 
猪 胃 蛋白 酶 Pepsin Andreeva 等 ， 1978 a 
Rizopus chinensis pepsin Bott 4, 1982 
& a 5 5 8 tk Be -Carboxypeptidase 1) SR eS 
A Rees “, 1983 
B : Schmid 及 Herriott, 1976 
on Bi : '-Dideterg “%, 1982 
res AR (Thermolysin) Holmes 及 Matthews, 1979 
脱 气 酶 类 醉 脱 氢 酶 :CAlcohol Eklund 等 ，1976 f 
dehydrogenase) EA 
磷酸 甘油 醛 脱 氨 酶 (G1ycetalde- eer Se 
hyde-P dehydrogenase) — Hee RMS 
ASS Buehner 2, 1974 
CT 了 “Leslie 及 Wonacott, 1983 
乳酸 脱 氨 酶 〈Lactatg- Holbrook 4, 1975 
dehydrogenase) GP te: 
32 St «(Malate HITS, 1972 
dehydrogenase) BERR S 
6- BF A FT HE WH - Adams 4, 1983 — 
(6-Phosphogluconate is) ATI Zi Ps 
dehydrogenase) ; | 
腺 苷 酸 激酶 (Adenylate kinase)-Schulz4e, 1974 
已 糖 激酶 《Hexokinase) Anderson 等 ，1978 
磷酸 甘油 酸 激 酶 (Phospho- 
glycerate kinase) ©’ 1) Rea erie 
-酵母 1 Watson 等 ，1982 
SR | ' Banks y 1979% = 
Be BE AR ~CPhospho- Evans % Hudson, 1979 
fructokinase) Lag 5a i He Me 
Pils RRM (Pyruvate kinase)” Stuart “=, 1979 
116° 


= & Me 作 者 
(最 新 文献 ) 


醛 缩 酶 (Aldolase, KDPG) -Mavtidis 等 ，1982 


Pte ORM MME (Alkaline -Sowadski 等 ，1981 
Phoshatase) 


 KAABAMH Ais CAspartate Ford %, 1980 
» » aminotransferase) 


FABRHPA HRM (Aspartate Honzatko 4, 1982 


transcarbamylase) iad 
BW Bt MG ( Carbonic anhydrase). Lindskog 4, 1971 
4.46 SRF (Catalase) 


ok eg Murthy %, 1981 
Ke. uv _» Vainshtein %, 1981 
RRA MB (Citrate ». Remington 4%, 1982 
Synthetase) or 


细胞 色素 人 过 氧化 物 酶 (Cyto- Poulos 4, 1980 

| chrome c peroxidase) 

二 所 叶酸 还 原 酶 (Dihydtofolate Bolin %, 1982 
reductase) 


. KRABEABRM (Ferredoxin Sheriff Herriott, 1981 


teductase) 

黄 素 氧 还 蛋白 (Flavodoxiny Smith *,! 1983 

6- BF 2 ii HF HE (Glucose- Shaw 及 :Muirhead，1977 
-6-P isomerase) wot 


0 IGE HK Xt A 16 Epp %, 1983 


» (Glutathione peroxidase) 


SRP GIR (Glutathione Thieme %, 1982 
- reductase) 


Z BF RA 1 iE «CGlycolate LindquistR Branden, 1980 
oxidase) 


— 


$6 HE ER FE 
woe mA 


(最 新 文献 ) 
P- 羚 茎 葵 甲 酸 产 化 蓝 (P-Hydro- Wierenga &, 1979 


xylenzoate hydroxylase) 


- PS BM Clysozyme) 


鸡 

人 

噬菌体 
Streptomyces 


sk 1B (Superoxide FE 


dismutzse) 
Cu, Zn 
Fe 


~ Imoto 4, 1972 


Attymiuk® Blake, 1982 

Remington “, 1978 
afada 4s, 1981 

GFR anasil 

Tainer &, 1982 

- Ringe &, 1983. 


FEMS YER REA (Takaemylase) Matsuura 4, 1980 


RR HH is 


’ Phillips 4, 1978 


tRNA4 mae (CRNA synthetase) © ~~ 


FF Ot ZB 


Zelwer “, 1982 
Bhat 4%, 1982 
Edmundson “, 1975 


Fehlhammer 等 ，1975 


_ Furey 等 二 1983 


Colman: 等 ， 1977 
Saul 等 ， 1978 
Segal 等 i974 


, ono: Matsushima 4, 1978 


Deisenhofer %, 19380 
Marquart %, 1980 
Silverton $, 1977 


_ BRS 


re ee am- ae xi 


1 


按 功能 分 类 = «A 质 作 者 
ae | eae sa J Cec mR) 


ee 


‘ordeiaees WA ( ConaibTataway Reeke 4, 1975 
MMR CWheet germ Wright, 1976 
~~ agglutinin) ee 


抽 制 剂 及 毒素 
peat PUEBLA (Bovine Deisenhofer&Stoigemann, 
pancreatic trypsin inhibitor) 1975 


eT Pa rE (Secretory Bdoanesi “=, 1983 
trpsin inhibitor) 


Rk AS 3] CCarvoxy- Rees % Lipscomb, 1982 
peptidase A inhibitor) 
sr ll SORE vate Terw iflige Eisenberg, 
fa: ,cnsois0 MUSI-AD 19382 
Tet 片段 (Ovomucoid Papamokos oe, 1982 
fragment) 
 BH#ARX(Scorpionneuroto- Fontecilla-Camps 等 ,1980 
© xin) Grier st 
a ie MS 3 He (Snake neurotoxin) Low 4, 1976 
es i habits ine ace bad 
aE 1K soz gyi Walkinshaw “=, 19380 


大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 剂 (Soytean ry ded. 1974 
‘trypsin inhibitor) 
RET REA RIAA - Mitsui, 1979 
(Subdtilisin inhibitory ~~ 


bs 


thr: (Glucagon) 、 Sasaki“, 1975 
. Bm ze CInsul ing + < Blundell , 1972 
RZ (Pancreatic polypeptide) Blundell #4, 1981 
4 AB ] | ia 


Hiei Be CInfluenza virus) 
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续 表 6 


按 功 能 分 类 蛋 白 质 > AF ee TB | 
(最 新 文献 ) 
i He #%. (Hemagglutinin) , Wilson 4, 1981 
神经 氮 酸 酶 CNeuraminidase) Varghase %, 1983 
卫星 烟草 坏死 病毒 Satellite, . Liljas 4, 1982 
tobacco necrosis virus) ' alt 
W577 3KG ZEN Waa (Southern _ Rossmann 4, 1983 
bean mosaic virus). 
烟草 花 叶 病毒 衣 壳 蛋白 (Tobacco Bloomer 等 ， 1978 
mosaic virus coat protein) _ 此 
% iii BAM (Tomato bushy Harrison 等 ，1978 
stunt virus) RL 
其 它 蛋 白质 过 人 敏 毒素 (Anaphylatoxin Csa) Huter 4, 1980 
阿拉 伯 糖 结合 蛋白 CArabinose- Gilliland % Quiocho, 1981 
binding protein) . js ey 
细菌 叶绿素 a 蛋 白 (Bacterio- .Matthews 4%, 1979 
chlorophyll a protein) ; 
GRA A (Canavalin) Mc Pherson, 1980 


降解 代谢 基因 激活 剂 _ Mckay 4, 1982 
(Catabolite gene activator) 
Crambin Hendriokson 及 Teeter, 
ai.) ‘HERE 1981 
Cro 阻 过 物 (Cro repressor). Anderson 4, 1981 
晶体 蛋白 ,《Crystalliny) Blundell 43, 1981 
延长 因子 (Elongation factor - Morikawa 4, 1978 
Tu) ‘ wy, 
®& A (Ferritin) Benyard 4, 1978 


半 和 乳糖 结合 蛋白 (Galactose- Mowbray 及 Petsko, 1983 
binding protein) KE 

FE BR 5 pe By Brayer 及 McPherson, 1983 

A-[Hi8Y% (A\-repressor) TPabo % Lewis, 1982 


©1720 e 


a |. 


Bes fh 2 SoA 质 作 者 


《最 新 文 献 ) 
微小 清 蛋白 Carvalbumin) § Moewsk Krestsinger, 
入、 JR . 1978 
前 白 蛋 白 (Prealbumin) Blake tt, 1978 | 
Staphylococcas aureus &@ WA Beisenbafer, 1981 
Be AE AL7/L124 B Leijoomarck “%, 1980 


(Ribosomal protein L7/Li2 fragment) 
子宫 珠 蛋白 (Uteroglobin) Mornon 4, 1980 
AR BA HE HE: Dy Ca2* 28 & 
% (Vitamin D-dependent Szebenyi 4, 1981 
Ca2+ binding protein) “ ee a 


参考 文献 
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第 七 章 “ 四 级 结构 


大 多 数 分 子 量 较 大 的 蛋白 质 都 是 由 几 个 具有 三 级 结构 的 亚 ， 
HE (subunit) 组 成 的 ， 这 些 亚 基 的 聚 侣 效 称 为 四 级 结构 \q:a- 
ternary structure) 。 四 级 结构 的 概念 首先 是 由 英国 著名 结 电学 ie 
家 Bernal(1958) 提 出 的 。 ALES 

蛋白质 的 一 个 亚 基 并 不 一 定 就 是 一 条 多 肽 链 ，: 例 如 CR 
凝 乳 蛋白 酶 由 二条 人 A 链 .B 链 和 C 链 组 成 , .并 不 算 含有 三 个 亚 基 。 
胰岛 素 由 A 链 和 B 链 组 成 ， 只 构成 一 个 亚 基 大 多 数 蛋 和 锯 质 的 亚 
基数 目 是 较 小 的 ， 因 此 ，Monod 等 (1965) fet See A (oli— 
gomer protein) 的 概念 意味 着 蛋白 质 是 由 少数 相同 亚 基 组 成 
Wo FERRE PH WARY PS 《protomer) 亚 基 指 的 是 蛋 
白质 中 任何 可 以 看 作 相同 的 或 不 同 的 亚 分 子 实体 (submolecu- 
lac entity) 。 例 如 ， 在 应 红 蛋 白 中 ,o- 链 及 B- 链 为 亚 基 ,而 (%/8) 
则 为 原 体 。 单 体 (monomer) 表示 具有 独特 结构 多 肽 链 的 蛋白 
质 。 

四 级 结构 不 是 靠 共 价 键 结合 的 ， 而 是 靠 非 共 价 链 结 合 的 ， 
MA. WEE. HS. : 

球 蛋白 聚合 成 四 级 结构 有 很 多 好 处 ,至少 有 下 列 四 个 优点 ， 
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二 LST IRA A RS, 
EID BFR Hah A VIL RRR Ae Wg caiblase bisp- 
, hosphate carboxylase ruBPCase) mig gees ag 
Ry DEO He ee ATCO. 
2 四 级 名 “oat spt AA 加 强 
”催化 效率 训 避 免 趾 间 产 物 的 浪费 入 例如 六 核糖 称 申 除 含有 多 种 
yap hesiceameittel Be ee ee ro 
REF. x 
9.8) IRR SBE ABT LARSEN ASE SLAPS — «phi, K 
” 形 的 管状 , MEER RE ATMVA REA RAREHE 
PHB, Hibs RNA |, 43 ys EAM aS EP 
(microtubule) 击 几 百 个 xz- 微 管 蛋 白 (c-tubulin> 级 全 向 管 蛋 
FH (6-tubulin)’ ;于 合成 管状 结构 。 xi 

4. 四 级 绪 销 雷 于 亚 基 的 聚合 可 以 适当 作 低 小波 的 渗透 压 。 


二 、 四 级 结构 的 对 称 性 


四 级 结构 的 蛋 Pi NH RL TE 状 的 对 称 
大 至 可 以 分 为 DLP ILEs 
1. AK 称 的 聚合 牺 ‘CAsy metrical ta 
典型 的 不 对 称 娶 合 物 为 核糖 体 演 它 分 为 大 小 两 个 亚 基 ， 含 
有 几 寸 种蛋 自 质 和 :TRNA; 在 极其 复杂 的 虱 自 质 合成 过 程 中 需 
的 区 和 国人 Se 
PWR A. ee ,2?) 有 主 1 
# 2 对 称 葛 聚合 物 - En aggiegates)) | 

大 部 分 聚合 物 是 对 称 的 ， ok RAT DEI FAS WARY: iM 

“2 GQ) SNH (Space symmetry) Fey R (insulin) 4 
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性 


让 


PRES MRE, CMR PPE, eR, a | 
以 降低 渗透 压 。 ss ee 
的 对 称 。 

(2) 线 对 称 (Linear symm) SR AE TMV 
ez IRE FA (filamentous phages), 

(3) sR eK (Point symmetry )5 点 对 称 在 四 级 结构 审 最 筋 
常见 ,构成 四 级 结构 的 项 体 可 以 排列 成 二 涌 体 5 三 娶 体 \ 四 过 术 ii 
五 聚 体 . 六 育 体 ,最 多 可 以 聚合 成 六 十 聚 体 等 (图 7.1 演 吧 取 翅 通 

全 .二 聚 体 (dimer), “RA AC, MR, BSR 
Hie #4360°/2(180° RMP UFA-TRAKBSES. MMB 
己 糖 激酶 (yeast hexokinase), 机 要 和 Goalbmmmy 醇 脱 所 
酶 (ADH) 等 。 


图 72 工 ”点 对 称 药 儿 种 聚合 体 

(8a) “RK. (b() [Rk (ec) Wd 2 He (d) ER (e) 7 ‘ 

B, = 34K (trimer). = SH Why ORAM EEE SE0° 30120") 
Ae 5A RAW, ENA AC RM PRE(C, symmetry), 例 
如 ， 二 全 细菌 中 的 细菌 叶绿素 蛋 自 及 高 等 秆 物 呼 绿 体 中 的 摘 光 
叶绿素 蛋白 都 具有 三 聚 体 的 结构 。: 

.四 聚 体 〈tetfamer) 。 四 聚 体 具 有 Di 对 称 性 。 它们 形成 四 


。 1246 


酒 体 (tettahedron)， 四 聚 体 也 可 以 形成 原 体 的 正方 形 排列 (squ- 

are arrangement) 。 例 如， 血红 蛋 和 :乳酸 脱氧 酶 (CDH)、 伴 刀 

豆 球 蛋白 A(ConA) 及 磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 (GPDH) 等 。 
D. ARs BRAT UE RTH (paragon ) ,这 藉 

”蛋白质 不 多 和 

己 . 六 聚 体 (hexagon) 。 六 聚 体 由 六 个 亚 基 组 成 。 例 如 ,胰岛 

素 和 天 冬 氨 酸 转 氮 甲 酰 酶 (ATCase) MIT ARIK 

FE, 八 聚 体 (octamer)= 八 聚 体 构成 八 面体 (octahedron)。 


图 7.2 ”聚合 体 的 对 称 性 - 


G .十 二 聚 体 (dodecatger)。 十 二 聚 体 (图 7*4) 的 蛋白 质 有 天 冬 
气 酸 B- 脱 羧 酶 (aspartate B=carboxy lase) ,丙酮 酸 激酶 (pyruvatge 


kinase) 。 


H,—+ GR (24 subunits) oot HRANEA RATS 
AB3¢ 4 Z BE RE (dihydrolipoy! transacetylase) 。 


I. A+ ik ( isosahed on) , 8S ji MRL AA ANT AY 
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Sh, LBM AH, ' haley tintin 
ee RE 人 


Pi Se 和 内 ‘T¢ ; Shs ? 
+ “ 1 a + 
并 oO 站 
了 ‘sr 
“A p 4: 
oJ a 


图 7。 “3 BEART M7 意图 
-4D SRR UID 三 =A (lil), (IY) Vo RK 
- be. fra 


ia i 人 t 

- ae Nw #2 
~ 4 ， 
村 玫 人 mt a 


~ A 2 
cc Lyrae vr in 下 
Ba- Fe anal —_ 


4 Ss 
EA Ht OA i = 


oS*) Shep iy RoR) SISO (OD MEH - 


1 三 、 四 级 结构 的 接触 表面 | 
具有 四 级 结构 的 亚 革 与 亚 基 之 间 存 在 Van Der Warls 7 , 
键 及 少数 盐 桥 。 一 般 来 说 ， 亚 基 之 间 的 接触 愈 多 ， 则 蛋白 质 与 
蛋 让 质 之 间 的 相互 作用 念 强 ， 这 是 容易 理解 的 。 下 面 举 几 个 例 
SOMA TL HL VRSM RU PT e 4 
ASHMMMBAH BRS SU ism a 
MAE A —to- ROP WAAR, eH Po 8 we 
基 间 的 接触 (contact) 最 强 。 $e im ha cs eee 
OD fee Onset & A. Coxylemoglobin) % fii Ain 4 Ee A ( deox- 
yhemoglobin) #0 8; (Bta,8, ) 的 接触 面积 (contact surface) Hy, 
08) (e981) FA BEA Ry BF oo, (或 Bi82) 的 接触 更 少 ， 
SAAR IM FET > LH BCHE AT CA SB HK. | 


~~ we OR ee om we 


—- 


$127 5 


袁 7.1 ”血红 蛋白 co 与 6 亚 基 间 的 范 德 华 力 、 氢 键 及 盐 桥 数目 


血红 和 蛋白 | 组 合 | HEA | x 键 盐 桥 

CIBi 了 110 5 = ”0 

m4 3 @2B2 80 ‘4 0 
‘ Q | @2 0 0 0 

BiB> 0 | ce day Se ae. 

tae © aa Be et ees. a7 

a 把 1 Fs 

\ Ja ae > 

< 0 


2. 伴 刀 豆 球 和 蛋白 A_ | 
4% 7) GER AA (concanavalin A, fj #RCon A) we WR, 
分 别 命名 为 IT.-II、II、IV。 它们 之 闻 的 非 藉 价 键 如 表 7.2。 


表 7.2 伴 刀 豆 球 蛋白 A 亚 基 间 的 非 共 价 键 

亚 基 | 范 德 华 力 ‘eat e = 2 
Sas EES 0 
I—III 156 4 2 
I—IV 16 0 


Con A 分子 中 亚 基 之 间接 触 实际 上 相当 于 8 折返 层 的 继 
续 。 在 Con A 中 亚 基 I 一 II 之 间 的 接触 最 强 ， 因 为 客 榈 灾 间 含有 
世 个 氧 键 芳 而 亚 基 于 一 at Mees bs. os 

3. Pp BY OR i 

在 溶液 中 ConA、 胰 岛 素 : «YON ME DLR 
BWAL, DRAGIO RAR MARR — eRe. ConA 的 
“RARRE RR, AN CRAINLERRE MSH. 胰岛 
MEBMTRARASI RAR ROR EEA KO 
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FAKE A BWR Sek (hormone receptor) 上 ,可 能 是 很 重要 的 。 
的 人 
- 工 . 蛋 白质 中 亚 基数 目 


a » Darnall § Klotz (1972) 曾 经 比较 研究 过 500 种 蛋白 质 亚 基 ， 
的 组 成 数目 ， 其 结果 如 图 7， Ge, 


| ERMA | 
图 7.6 蛋白 质 中 亚 基数 目的 分 布 、 ag 


”由 图 7"6 可 见 ， 在 蛋白 质 中 以 二 聚 体 出 现 的 频率 最 高 ,其 次 
yO Ri, WR, 八 聚 体 很 少 。。 蛋白 质 中 亚 基数 目 及 其 对 称 
人 性 的 测定 主要 是 靠 电子 显微镜 和 X- 射 线 结晶 学 。 

2。 寡 聚 蛋白 中 亚 基 之 间 的 界面 问题 “ 

， 和 蛋白质 四 级 结构 亚 基 之 间 存在 界面 (interface )， 通 常 埋藏 
在 亚 基 界 面 的 面积 大 部 分 是 由 非 极 性 残 基 组 成 的 。 Chothia 等 
(1976) 曾 经 测定 过 脱氧 血红 蛋白 及 高 铁血 红 蛋 白 (methemoglo- 
bin ) 亚 基 之 间 的 表面 积 ， 大 约 有 1/5 处 于 亚 基 界面 上 。 在 界面 上 
有 60% 为 clB1。， clB: 接 触 紧 密 。 包 括 在 这 些 接触 界面 上 大 部 分 
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丙酮 酸 脱 氧 酶 (Pyruvate dehydrogenase) 
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ro fae a , 基 
im | 自 质 SFR | 
| 一 widest ne 数目 .分 子 量 
RB BS (Pyrophosphatase) 120,000, } 6 20,000 
HKG WH (Aldolase). 120,000 | 4 30,000 
JR — BEB MA. (Fructose diphosphatase) 130,000 2 | 29, 0v0 
B® bo0.se "a ’ | ovo. Brae os 19000 
RE VM BB (Nucleoside diphosphokinase) 138,000 gr 21,000 
Mi Ns (Transketolase), . | 140,000 2 70,000 — 
41 FR BE ALE (Lactate erdreeiants 140, 000 4 35,000 " 
3- 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶 144,006 | 2 72,000 
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)... 72,000 | .2, 37,000 
REVERE MG SU oe) | 150, 000%|..4 sc, 342000 
WE AE 7S A BR (Pyruvate 二 161,000 | 8 . 20,000 
组 氨 酸 脱羧 酶 (Histidine decarboxylase) ....,, -190,000.) 5... 9,000 
+e 4 ys 5 29,700 
延 胡 索 酸 酶 (Eumarase) | 194,000 A 48,500 
甘 董 有 -淀粉 酶 《B-Amyjlase) 201,000 A 50,600 
6 RRMA BAM. 204,800 | 2 101,400 
(Glucose-6-phosphate dehydrogenase) 101, 400 2 51,300 
异 柠 檬 酸 合成 酶 Csocitrate, lyase) 206,000 4. ,,A8,200 
转化 酶 CInvertase) 时 TO 51,500 
RAH BG (Catalase)  ，) .: iv cle?) 282,000. po4 » 573500 , 
光敏 色素 (Phytochrome) 252,009.|..6 42,000 了 
Z. Bele PREM CAcetylcholinesterasey) ,7 259,600 6 42,000 
RABE PRB oo thy nheoB00O0-0h rg v- 200.000 , 
—Aspantyh-transcarbamytase) 一 一 一 3 一 --347000--- 
Ma ll gencrt: 100,000 || 9°" 98,000 
x $4000 |) 9 17,000 
A WD Wi Be «(Glutamate dehydrogenase) 320,000 6 57,000 
Vi 94 2 SAE (Phenyl alanine ammonia lyase) 330,000 A 83,900 
fis Bi AA mR (Fatty acid synthetase) 450.600 2 220,000 
脱氧 铁 蛋 白 〈Apoferritin) 460,000 | 24 18,500 
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= 白 质 共 子 一 一 一 一 一 一 
> HA ”分子量 
eg ie ee es 
肌 球 蛋白 CMyosin) 460,000- | 一 2 一 一 200;7000 
0 
RR CUrease) 480,000 | 2 240,000 
wea. go Bs 009" 
二 磷酸 核 酮 糖 羧 化 酶 550,000 8 52,000 
(Ribulose diphosphate cotboxylase) conlgu") IR = g,000 党 
m1 (Hemocyanin) 300,000—9,000,000° | 380,000 
2g0%pT eee Sam 70,000 二 
~ "35,000 © 
KAY ee CErythrocraorin) 3,000,000 | 162 - 18,500 ， 
mw AfII (Phage fID 3,620,000 | 180 13,750 所 
eR RAMS AK 4,000,000 | 1 » 960,000 
(Pyruvate dehydrogenase complex) 52 294 ~ 90,000 
12 112,000 
960,000 | 8 120,000 
120,000 }| 3 ‘ 40,000 
90,000 |) g 45,000 
“'°"442;000 | 2 > 56,000 
SERRE AB 5,000,000 |’ 150° 21,000 : 
(Turnip yellow ‘mosaic virus) . i Mb 2 
黄瓜 花 叶 病毒 【Cucumibet mosaic virus) 6,000,000 | 185 “21,500 二 
S& Nia HE (Bushy stunt virus) 9,000,000 | 120 60,000 
马铃薯 病毒 和 (Potato virus X) ， .35,000,000 | 650 52,000. 
烟草 花 叶 病毒 《Tobacco mosaic virus) 40,000,000 | 2130 17,500 二 


44 Neurath,H.& Hill,R.L.:The Proteins 3rd ed. Vol.I P.314— 
324, 1975 Academic Press,New York, 
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A ML Be Ui] ts Be fh FA 7 * 728 AAS 

图 7“7 中 亚 基 以 三 角形 表示 ,如 红 
- 色 亚 基 以 P.Q、R 轴 与 黄 、 绿 、 蓝 三 种 
- 亚 基 相 接触 ， 可 以 看 得 很 清楚 ,- 这 已 


i, M, WE. 
ConA 及 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 二 聚 体 
之 间 的 接触 有 如 我 国 的 太极 图 (图 


“3。 蛋 白质 的 亚 基 组 成 ( 表 7.3)。 


BAER 


Rt 1975. 


1982. 


公用 小 族 鱼 (dogfish) 的 乳酸 说 氢 蓝 的 


ARAB, :而 极 性 残 基 只 占 32 一 40%。 现 将 脱氧 酶 (如 LDI) 


图 7.8 太极 图 代表 自我 互 
补 的 界面 


7:8) ,其 表面 是 月 我 互补 的 :CseH complementary), 


oe Kiotz, M., Darnall, D. W. & N. R. Langerman: Quaternary 
Structure of Proteins in The. Proteins (ed. H. Neurath &. 
bie L. Hill) vol i. P293—411, Academic Press, “New York, 


2, / Ghelis, Cc. & Yon, : Protein Fofdine,* Academic Press 


3. Zubay, G.: Biochemistry, Addison-Wesley, 1983. ~ 
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ni enzymes) J Sh ta Ts 
A255 Sit, IRIEL ESR FEAL 4 BER EAL TET, AR ， 
各 种 物质 的 代谢 能 够 及 时 、 迅 速 并 且 协 调 地 进行 。 
酶 具有 高 度 的 专 一 性 和 非常 强大 的 催化 效率 ) 卫 这 是 二 切 人 
造 的 催化 剂 所 无 法 比拟 的 。 酶 的 最 显著 的 特征 之 一 就 是 它 的 作 
用 的 专 一 性 (specificity), Tp ANNE FE Se BL 
PRA AAU NZ NL, TIED NZ (side reactions) sally 
iy (byproducts) 产生 。 在 有 机 化 学 实验 中 ; 进行 一 种 反应 如 | 
EAE Bl00% OR, WARE. URES 
有 80% 的 产 率 则 不 生 .因为 代谢 途径 都 是 由 许多 步 反应 组 成 的 。 
例如 ， 一 个 由 10 步 反应 组 成 的 代谢 途径 RES RA 
90% , 则 最 初 的 原料 只 有 三 分 之 一 会 变 成 终 产物 。 如 果 没 有 酶 的 
专 一 性 ， 组 胞 很 快 就 会 被 各 种 副 产 物 所 充 塞 ;而 无 法 生活 下 去 。 
酶 的 另 一 个 显著 特征 是 它 的 催化 效率 (catalytic etfici- 
ency) 异常 强大 。 虽 然 酶 是 蛋白 质 ， 是 相当 娇嫩 的 分 子 ， 但 是 
它们 在 极 稀 的 水 溶液 中 站 上 且 在 中 性 pH 及 温和 的 温度 条 件 下 能 够 
极 快 地 催化 化 学 反应 的 进行 ,这 与 有 机 实验 室 恰 成 鲜明 的 对 照 ， 
后 者 加 速 化 学 反应 要 在 高 温 及 极端 的 pH 下 才能 进行 。 通 常 酶 反 
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on aaaidananenhe ipmptltecamtietetdien 
JE — BEA PE DIA SIO. 

RU AEH FAln shh A ge FRR RE HBS ZA 
速 ， 但 是 它 不 能 告诉 我 们 酶 如 何 催化 化 学 反应 。 酶 作用 机 理 的 
研究 列 基 探讨 酶 矶 何 俱 化 化 学 反应 的 过 程 ， 它 描述 化 学 反应 进 
行 的 一 WR, CARON AT RENE AS LI, FC 
BEAM MENLO ERARLEE WEY. 

.， 酶 为 什么 有 如 此 强大 的 俱 化 能 力 ? RE EAT DAA 
低 化 学 反应 的 活化 能 (energy_of activation) 的 缘故 。 

一 个 化 学 反应 六 如 国 >>P 进 行 的 时 候 ，A 分 了 予 中 有 一 部 分 在 
某 一 瞬间 获得 足够 的 能 量 ， 达 到 一 个 活化 状态 ， 即 最 不 稳定 的 
HB a] EH, PRA LP AS, (transition state)。 在 过 渡 态 ,化学键 形 
成 或 断裂 以 形成 反应 的 产物 的 机 率 最 高 〈 图 8 .1) 。 一 个 化 学 反 
应 的 速度 与 此 过 渡 态 分 子 的 浓 韦 成 正比 。 活 化 能 等 于 在 一 定 温 


tO 
BA Hea re Blg8-1 过 渡 态 图 解 : ， 
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度 下 将 1 克 分 子 物质 的 所 有 分 子 都 提高 到 过 渡 态 所 需 的 能 量 , 也 | 
就 是 达到 活化 能 障 (activation energy. barrier) ) Hi an 
os : Ba i SRNL Be ARERR 一 宣 

CHEN SEA ED 8 汉 兴 二 


oe 


RRARRAS | Pi 一 CH: 一 CH 一 CH- a | 3*108—109 
Do) Best Ata SE 
. I 
—»Pi—CH2,— C—CH2;0H ahi eas A 
Oo os 六 二 二 下 
faces vA eS ae Tre eee a2" 
HARE AR | Ri—C—NH—R2—-Ri~ C—O, | 10-101? . 


+ NH,— R2 


H20 ee 4 So aa the tee oy 
. : Be dom SS TP es 
= ww m | (NCR H)2—2N—-ZCe eR eres 

O | mh | 


A HzO , 7 
mR 酶 NH2 一 C 一 NH: 一 >CO， + 2NH3 1014. 
O HO OH 
AN SS 
本 
RAT AAS i 
mR 上 ED | | | ~—}  1.1*108 


eee Se ee 

加 速 化 学 反应 速度 有 两 个 办 法 。 一 是 提高 温度 ， 因 为 它 可 

以 增加 分 子 的 热 运 动 和 能 量 ， 增 加 能 进 六 过渡 态 的 分 子 数目 ， 
从 而 加 速 反应 的 进行 。 在 许多 反应 中 温度 每 增加 10C， 反 应 束 
度 增 加 1 倍 - 此 外 ， 化 学 反应 也 可 以 靠 加 入 一 种 催化 剂 来 加 速 ， 
催化 剂 与 作用 物 在 瞬时 间 内 结合 起 来 产生 一 个 比 非 催化 反应 的 “ 
活化 能 低 得 多 的 过 渡 态 中 间 产 物 ， 因 此 催化 剂 以 降低 活化 能 的 
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方式 来 加 速 化 学 反应 的 进行 。 当 反应 产物 形成 时 ， 自 由 的 催化 
剂 又 再 生出 来 。 ERT RM HR RR 
件 下 的 分 解 反应 为 例 来 说 明 。 了 


So 92H,0,—>2H;0+0, 

Gi hese oo ME Sato tk is i wa, MOM CAGS E/E TD 
未 催化 的 反应 18 
胶体 铀 催化 13 


eh BS FB 1G oS ei A 


_ FERRBS (catalase 或 过 氧化 氢 酶 ) 的 作用 下 ,活化 能 大 大 
Pe, 能 酶 催化 反应 的 速度 比 无 催化 剂 时 可 以 加 快 10* 倍 以 上 。 


5 Ss LA 


“本 分 子 不 能 在 远 距 离 起 作用 。 酶 的 催化 首先 必须 将 酶 分 子 
5 Reeder BRIE Fu. Michaelis&}Menton1913 年 
提出 一 个 理论 ， 认 为 酶 作用 时 酶 (E) SR (S) RAAB 
成 一 个 酶 。 底 物 复 合 物 (ES) ,然后 ES 吾 分 解 生成 自由 的 酶 ( 王 ) 
”与 产物 (P)。 


a. 开 ， 
卫 FS 二 会 着 S easg ps 
role Weta ipo Ke 


eee 
— ma piste 
KDS 
米 氏 常数 K. 是 反应 速度 为 最 天 速度 一 半 时 的 底 易 浓度 2 
动力 学 的 研究 证 明 ， 在 催化 反应 中 酶 与 其 底 物 确实 瞬间 结 
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合成 酶 。 底 物 复合 物 。 由 于 酶 。 底 物 复 合 物 很 不 稳定 ， 很 快 即 
行 分 解 ， 所 以 复合 物 不 容易 分 离 出 来 。 不 过 用 物理 化 学 方法 可 
以 证 明 这 种 复合 物 确实 能 够 形成 。 如 将 酶 与 底 物 混合 后 观察 所 量 
发 生 的 光谱 变化 ， 就 是 一 个 很 好 指 方 法 。 含 身 红 素 的 酶 如 触 酶 
及 过 氧化 物 酶 ， 在 加 入 底 物 HzO, 后 ， 它 们 的 辅 基 血 红 素 的 吸 
收 光谱 有 瞬间 即 发 生 显著 变化 ， 反 应 出 酶 。 底 牺 复 侣 物 的 形成 与 
分 解 。 | 


- 三。 酶 的 活性 部 位 


酶 与 底 物 结合 时 ， 并 非 整个 酶 分 子 都 与 底 物 结合 。 酶 是 生 ， 
物 大 分 子 ， 而 底 物 通常 是 小 分 子 。 在 酶 分 子 中 与 底 昧 结合 并 进 
行 反应 ， 形 成 酶 。 底 物 复 合 物 的 部 分 称 为 活性 部 位 《active 
site) 或 活性 中 心 (active center), 时 在 1894 年 德国 大 化 学 家 
Emil Fischer 就 发 现 能 水 解 糖 音 的 酶 能 区 别 糖 的 立体 异 构 体 .这 
个 观察 使 他 提出 锁 钥 学 说 (lock and key theory)。 这 个 学 说 
认为 底 物 分 子 必 须 适合 酶 的 活性 部 位 ， 它 们 之 间 存 在 互补 的 关 
系 ， 底 物 与 酶 结合 形成 酶 。 底 物 复 合 物 ， 底 禾 在 酶 上 的 结合 部 
位 称 为 活性 部 位 ， 它 在 结构 上 与 底 物 是 互补 的 ， 底 物 适 合 酶 正 
如 钥匙 适合 锁 一 样 。 
酶 的 活性 部 位 包括 两 个 部 分 5 (1) 催化 部 位 〈catalytic 
site) , 确 物 有 一 个 敏感 的 化 学 键 (sasceptible chemical bond), 
酶 的 催化 部 位 能 攻击 底 物 的 敏 感 的 化 学 键 ; (2) 结合 部 位 
(binding site), 这 个 部 位 使 底 物 与 酶 分 子 结合 ， 底 物 分 子 结合 
在 酶 分 子 的 适当 部 位 上 ， 使 催化 部 位 可 以 攻击 底 禾 的 敏感 的 化 
学 键 ; Po ee 
FIREARM, J) hoes A BS By DR AS 
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性 部 位 的 结构 ， 这 可 以 乙酰 胆 碱 酯 酶 (acetylcholinesterase) 
为 例 来 说 明 * 虽 然 底 物 的 敏感 键 是 乙酰 基 团 与 胆 碱 之 间 的 琵 键 ， 
但 是 底 物 结合 在 活性 部 人 ek AEN MARIE tier he 
团 上 的 带 正 电荷 的 季 胺 盐 。 ai 


ee errr rer Ty 


. + | ; | 
| CH;—N—CH2—CH, i ee 


errr Perret errr errr 


结合 基 团 “ere 


7. MERA ORAR GSE HEN BK ME i, 
EMMA SWB AA, HERR RE EAs 
ese ALE Be ee cbr vei 的 底 物 专 一 性 也 可 以 说 明 

这 个 问题 。 胰 疾 乳 蛋白 酶 是 分 泌 到 动物 小 肠 里 的 一 种 酶 。 起 初 
认为 它 专门 水 解 胃 蛋 白 酶 . (pepsin) 水 解 蛋 白质 后 所 形成 的 相 
。 当 长 的 多 肽 ， 但 是 后 来 发 现 胰 凝 乳 蛋 白 酶 也 能 水 解 短 肽 。 用 各 
”种 人 工 合 成 的 小 肽 作 底 物 进行 试验 证 明 ， 这 个 酶 是 一 种 内 肽 蓄 
(endopeptidase)， 它 能 怪 解 一 定 类 型 的 肽 键 ， 不 管 它 在 肽 链 的 
和 

O -及 

fe SRS sep pe 
Cot Cc .—*—NH—CH-—COO- 


for CA 
| 
Ce-bce7 ep pee 
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胰 凝 乳 蛋 白 艇 的 最 活泼 的 底 物 。 

TACT Arf etn HERS EU 
三 疑 乳 各 自 酶 不 仅 是 一 个 内 驮 梅 ， 而 且 是 一 个 葡 水 的 艺 酰基 的 
BM, CRAWLER, 3 


Ba He tee Ly 而 另 一 个 催化 部 
分 则 进行 乙酰 基 的 转移 。 了 

ikneke nhs 2 kee 
HE SD “FH Ay BE BA, DU TARPS BE BALE po PAL BA 
ILI 1 GIF RAE Es. Blin, Ze pHS.5 
ny Ame (ICH,COOH) 处 理 核糖 核酸 酶 (ribonuclease) , 
则 酶 被 烷 基 化 而 失去 活性 。 这 时 形成 两 种 无 活性 的 形式 :其 一 ， 
组 氮 酸 119 的 咪唑 环 被 烷 基 化 ;其 二 ， 组 氨 酸 残 基 12 被 烧 基 化 ， 
由 此 可 见 核 精 核 酸 酶 的 组 气 酸 残 基 12 及 119 一 定 是 俱 化 部 位 的 
氨基 酸 。 | 

AEE GFARM RIS FGM (diisop- 
ropyl fluorophosphate) 对 有 些 酶 的 作用 ， 一 异 丙 基 氟 磷 酸 能 
使 丝氨酸 残 基 的 羟基 础 酸化 ;从 而 使 酶 失 活 。 这 个 试剂 是 一 种 
有 机 磷 化 合 物 ， 通 常 称 为 神经 毒气 ， 它 与 神经 系统 中 起 传导 作 
用 的 乙酰 胆 碱 酯 酶 作用 ， 使 之 完全 失 活 ， 这 类 有 机 磷 制 剂 可 以 
用 作 杀 虫 剂 。 

Fe SE ALA AZ. ER, 
HKULSHALARWEEMA, WKRRABAR,. RES. 
i RABE MUR. EPR ES PORE 
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BR AS 5 TE Pe Sa 11 95 Ze SR EE A oe 
22 IBIS FE ALF BEATS PERB (ir. FA PP ih HA AE PR HS 
进行 部 分 水 解 ， 磷 酸 丝氨酸 下 以 保持 完整 ， 并 在 肽 的 碎片 中 出 
现 。 分 析 这 种 磷酸 化 的 肽 可 以 告诉 我 们 有 关 这 类 酶 在 活性 部 位 
附近 的 氨基 酸 顺 序 。 这 类 酶 有 时 称 为 丝氨酸 酶 (serine enzy- 
mes), 下 面 就 是 一 些 丝氨酸 活性 部 位 附近 的 氨基 酸 顺 序 ， 


rs BORE FUE 1 -上 甘 - 天 - 丝 - 甘 - 甘 - 
Beas —H-R-#-H-lifi- 
Be LA -天 - 丝 - 甘 - 

2 圣人 性 蛋白 酶 SH R- EH 
葡 糖 磷酸 变 位 酶 “，”-- 苏 -两 - 丝 - 组 -天 - 
磷酸 化 酶 - 谷 - 异 - 丝 - 央 - 精 - 


亲 和 标 记 (affinity-labeling): 也 可 以 用 作 鉴 定 活性 部 位 
中 必要 功能 团 的 一 个 方法 。 人 工 制备 与 底 物 相 似 的 化 合 物 ， 使 
之 与 酶 反应 ， 它 可 以 象 真正 的 底 物 一 样 与 活性 部 位 结合 ， 但 它 
还 舍 有 六 人 能 汪 酶 的 活性 部 位 上 的 专 一 性 基 团 发 生 共 价 键 反应 
| 的 基 团 ; 下 图 为 胰 凝 苞 蛋 白 酶 的 亲 和 标 记 反 应 s 亲 和 标记 物 N- 甲 
茜 磺 基 - 工 = 奉 丙 气 酰 甲 基 酮 (TPCK) 分 子 的 大 都 分 与 胰 凝 乳 蛋白 
酶 的 正常 底 物 相似) 而 其 反应 基 团 ( 烷 基 化 基 团 一 CO 一 CHi Cl) 


x OAs 3S Be de AF 


Re = re 


和 


se 14J。 


fe SBA AM RRA. ROT ERT RAR 
195 位 于 活性 部 位 上 。 Bik MRC BR 
 TPCK RRL AMM RMP 


ee ea ae -一 > ibe Bagh : 
| CH 


HC CH, HC 
Ni ae NA Oo 
H ist | | 
(His 57) _ CH: 一 C 一 R 
BEAR AM(E) GEA RMB) 
po, CRA RRS 


酶 催化 化 学 反应 的 效率 极 高 ， 可 以 腺 的 水 解 为 例 来 说 明 
NH,CONH, + 2H,O + H+—+2NHi+HCO,- 三 全 
从 刀 豆 中 提取 的 脲酶 (urease) Fy DU BARIRADTKARI. Ze 
个 存在 时 ，pH8.0，207C 中 此 反应 的 速率 常数 为 x 1071 °/ BD 
而 在 有 脲酶 时 ， 反 应 速率 常数 为 3 x 104/ 秘 ,因此 腺 酶 可 以 使 反 
应 速度 加 快 10"“ 倍 。 一 般 来 说 ， 酶 催化 的 反应 通常 要 比 非 催化 
的 反应 快 10* 一 102" 倍 ,而 人 工 合成 的 催化 剂 的 催化 效率 都 远 比 
酶 低 得 多 ， 因 此 当前 在 化 学 方面 常 以 模拟 天 然 酶 的 催化 效率 来 
提高 催化 剂 的 质量 为 目标 。 
归纳 起 来 现在 认为 有 四 种 因素 对 酶 的 催化 效率 有 贡献 。 
(a) 酶 与 底 物 分 子 有 一 定 的 结合 方式 ， 使 底 牺 分 子 的 敏感 
的 化 学 键 与 酶 的 活性 部 位 的 催化 基 团 相互 邻近 ， 并 使 其 敏感 键 


es JTJ42 。 


与 催化 基 团 的 取向 相同 ， 从 而 使 过 渡 态 容易 形成 。 


.1 GR) 有 举 酶 可 以 与 底 物 结合 成 一 个 个 稳定 的 共 价 的 中 国产 
| 物 ， 从 而 容易 发 生化 学 反应 ， 形 成 产物 。 

(e) 酶 作为 质子 供 体 或 质子 受 体 ， 可 以 进行 一 般 的 酸 碱 人 
化 。 

(d) 酶 可 以 诱导 底 物 分 子 的 敏感 键 发 生 扭转 ， 从 而 使 键 容 
易 被 打 断 。 

下 面 我 们 就 上 述 四 种 因素 的 作用 分 别 加 以 讨论 。 

《1) 邻近 效应 与 定向 效应 。 酶 加 速 化 学 反应 速度 的 最 简单 
的 方法 是 将 底 物 结合 或 固定 在 活性 部 位 上 ， 从 而 大 太 增 加 局 部 


面积 土 底 物 的 有 效 浓 度 。 由 于 底 物 接近 酶 的 表面 而 使 酶 的 催化 


活性 增加 的 效应 称 为 邻近 效应 (proximity effect)5 据 计算 在 
活性 部 位 上 底 物 的 有 效 浓度 可 达 100M3 为 一 般 酶 溶液 中 底 物 浓 


| 度 : (通常 具 有 0.001M) 的 105 倍 。 因 为 化 学 反应 的 速度 是 与 作 


用 物 浓 度 成 正比 的 ， 在 此 局 部 区 域 的 高 浓度 下 ， 可 以 想象 反应 
必然 以 极 大 的 速率 进行 ， 比 无 酶 时 反应 速度 可 以 加 快 10* 一 108 
Me 353 

另外 还 有 底 物 的 定向 效应 (orientation effect) 也 对 提高 
催化 效率 有 贡献 。 由 于 底 物 分 子 在 酶 表面 上 的 立体 化 学 排列 使 
其 取向 有 利于 催化 反应 称 为 定向 效应 。 例 如 下 式 的 酸 可 以 脱水 
形成 内 酯 ; 

sa je sapticns \Z 
NAA || “bao 
COOH M/s 

但 是 下 面 的 三 甲 基 化 合 物 比 上 述 的 酸 反应 更 快 ,这 是 由 于 其 构 
象 受到 高 度 的 限制 ， 在 这 分 子 中 , 一 COOH 被 迫 只 能 与 一 OH 磁 


4 了 


#, Ay ISA SE A Al TB A SEA (trialkyl 
Tok) PS 7 He Ors He RAO eB SO AOE 
这 尽 以 说 明定 商 效应 的 重要 eS Sem 


DH: SER 
COOH 
l 
Cig | ee 


H3C CHs A f4 EL ca 


a 性 


(2) SeONMs fe SURE In EE ee RE STEIRL— t8 
SHER RS RM iy pew, Wel wes kK 
的 机 率 进 入 过 渡 态 ,从 而 使 底 物 找到 一 个 越过 活化 能 障 的 捷径 。 


Fe SD TE SE idbialiinidldienihesenintuseietel 


催化 (covalent catalysis), 


VPS We RE SE WIE ae BS mies RONEN: 
Hee ZARA REAM (P—nitzophenyl adtatey FARIA 


间 产 物 E 0 ita kc a 
anion eneae ae 
Mfr ser top 


Z. Be BRE SL EA ie +H O—> 7+ BOREL GM (2) 


FUN (LO BERET, TAT (2) CE SS ZR SE BE 
慢 ， 在 pH 低 时 ， Z BERBER Bl Pea 4 Be HB 


Dist SK. INRA = AE ZR EA EL Ee. 


则 形成 三 四 基 乙 栈 胰 凝 乳 和 蛋白酶 ， 此 中 间 产 蚁 极为 稳定 ， 甚 至 


可 以 结晶 出 来 。 
在 催化 反应 中 胰 凝 乳 蛋白 酶 被 乙酰 化 的 功能 团 为 毕 氨 酸 残 
基 195 的 羟基 ， 它 可 以 被 二 异 丙 基 氛 磷酸 处 理 而 使 之 磷酸 化 。 
酶 蛋 直 的 催化 作用 是 由 有 限 的 几 丰 功能 团 所 种 进 的 ;于 列 
氨基 酸 如 甘氨酸 、 丙 氛 酸 、 苯 丙 氨 酸 、 亮 气 酸 中 经 亮 氛 酸 Bi 
* 144% 


| SBRWGABA AEELY RL RMA. ERRDARB 

SSUES. 如 天 冬 氮 酸 与 谷 氨 酸 ， 天 冬 酰 腕 与 谷 酰胺 ， 
丝氨酸 与 苏 氨 酸 ， 因此 构成 催化 部 位 的 功能 团 很 有 限 。 在 酶 的 
催化 部 位 中 氨基 酸 残 基 主要 是 由 组 氨 酸 、 丝 氨 酸 、 半 胱 氨 酸 及 
赖 氨 酸 组 成 。 谷 氨 酸 及 天 冬 氨 酸 的 残 基 在 催化 部 位 中 也 户 有 一 
定 的 地 位 。 ”二 

按照 与 底 物 反 应 的 氨基 酸 残 基 的 种 类 ， 栈 可 以 分 下 列 四 类 ， 

(a) 丝氨酸 类 一 一 包括 乙酰 胆 碱 酶 酶 、 胰 凝 乳 恒 特 酶 、 胰 
蛋白 酶 及 葡萄 糖 钴 酸 变 位 酶 ， 在 这 些 酶 中 丝氨酸 残 基 的 羟基 参 
与 中 间 产 物 酯 的 形成 ; 

《bb ) 半 胱 氨 酸 类 一 一 ARGH WS AMR A IM 白 
i, EJs EAE (R-COOH ) 与 酶 的 活性 部 位 的 半 胱 氨 酸 (RY 
“SH) | “ZAERRUMR  (R-CO-S-R’), | 
yy “C) AMOR — IR AMCOA Sam, AERA 
| BRIE OM REE; | | 

(d) MARA—- APRA, AMHMAR 
残 基 的 e- 氨 基 与 底 物 的 痰 基 之 间 形 成 中 间 ial aera 
为 伯 胺 当 醛 或 酮 间 的 综合 产物 )。 

在 共 价 催 化 HOR HE OL OR I HE ETH tt RE 
| (nucleophilic groups ) 对 底 物 的 杀 电 子 基 Hi (electrophilic 
_ Broups): fo BF CH 亲 核 物质 (nucleophile) -是 有 提供 
电子 对 的 倾向 的 原子 。 通 过 从 催化 剂 提供 电子 对 给 底 物 的 催化 
反应 称 为 亲 核 催化 (nucleophilic catalysis), 亲 核 物质 是 极 有 
效 的 催化 剂 ， 尼 但 可 以 促进 简单 酯 类 的 水 解 ， 将 酰基 从 一 个 化 
合 物 转移 到 另 一 化 合 物 上 。 酶 分 子 至 少 含有 三 类 能 起 催化 作用 
的 亲 核 基 团 ， 即 组 氨 酸 的 咪唑 基 ， 丝氨酸 的 一 OH 基 ， 半 胱 氨 酸 
RH. 此 外 许多 辅 基 也 有 亲 核 基 团 。 
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et 亲 电 子 原子 
— Ho; |! 
Ge inet ¢ 
(丝氨酸 的 产 基 


-3 


= i, ee 
i 
( EG 3h BR AY Bt ED 


XN 


y ROS | ee 
NA aa 4 me ib o 


(组 氨 酸 的 咪唑 基 

亲 核 催化 可 以 下 面 的 典型 例子 来 说 明 ， PUK mH WI CZ : 

酸 对 硝 基 苯 酯 ) 的 水 解 作用 。 这 个 反应 包括 咪唑 基 攻 击 酯 的 次 

基础 原子 ， 同 时 置换 出 对 硝 基 葵 酚 ， 然后 用 水 分 子 水 解 乙酰 味 
哗 中 间 物 ， 产 生 乙 酸 并 再 生出 催化 剂 来 。 


O 罗列 
| mg 
CH: 一 ae 800 >-Nowe 5 
N 


ZN ke Pia 2 pgs: 


(3) RRMA ARAL RAT SB LA MA As 
催化 主要 有 两 类 ， 即 特异 的 酸 碱 催化 (specific acid and base — 
Catalysis) 和 一 般 酸 碱 催 化 (general acid and base catalysis), : 
PF AR Ba HE HC AY HE 10 Al A H* (50) ROH, ENE RE BE 
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性 或 质子 受 体 。 一 般 酸 碱 从 化 通常 包括 在 酶 反应 中 。 细 胞 中 存在 
的 许多 有 机 反应 如 羧基 上 加 水 ， 羧 酸 酯 及 磅 酸 酯 的 水 解 ， 从 双 
| 键 上 失 水 ， 各 种 分 子 重 排 ， 以 及 许多 置换 反应 等 都 属于 一 般 酸 
碱 俱 化 。 酶 分 子 中 含有 许多 功能 团 作为 一 般 酸 和 一 般 碱 ， 如 氨 


基 、 羧基 、 Ste Bit #2 FE Be WK WATE SH 


蛋白 质 中 的 一 般 酸 基 ( 质 子供 体 )” ”蛋白质 中 的 一 般 碱 基 ( 质 于 受 体 ) 


一 CO0H ~-coor 

=NHs — Nua 

SS galt Bis Pat 

=~ SH: 一 S= 

一 C 一 cf ee 
Na ee 

HN NH: HN. N°. 
cH Si” 
‘H Cc 


H. 

HFS A 4 EE HE GET) PE, 
故 特异 的 酸 碱 催化 在 酶 反应 中 并 不 重要 ， 在 活性 部 位 十 H+ 及 
OH- 浓 度 不 可 能 显著 增加 ,但 是 在 酶 的 活性 部 位 中 存在 着 酸性 
| 的 或 碱 性 的 氨基 酸 侧 链 , 它们 在 中 性 PH 附近 可 以 当 作 质 子供 体 
或 质子 受 体 进行 一 般 酸 碱 催化 ， 下 面 以 醚 的 水 化 及 肽 的 水 解 为 
例 说 明 一 般 的 酸 碱 催化 作用 〈 图 8.3)。 

在 一 般 酸 碱 催化 反应 中 ,催化 剂 充 作 质子 供 体 或 质子 受 体 。 
通常 质子 的 转移 是 转移 到 过 淡 态 的 碳 原子 上 ， 当 化 学 反应 不 在 
水 〈H;O) 中 而 在 气 (DO) 中 进行 时 ， 酶 反应 速度 即 大 大 下 
降 ， 这 表明 质子 的 转移 是 限 速 步 又 ， 因 为 气 离 子 (D+) 比 质子 
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5; ) i eM ae MAIS 

Sie ae eee pee. BH Ho 4 gO Nyy ue ag 

H~ 9) c=0 HA = Rares i - Ay a 

n” : 4 R- WE S$ t c= 
H 


图 8,3 Bk Bk A 


CH ) 的 转移 要 慢 得 多 ， 在 协调 的 栈 硫 催化 (concerted acid and 
base catalysis) 中 酸 碱 同 时 包括 在 催化 剂 中 ， 一 般 酸 向 过 渡 态 
分 子供 应 质子 ， 而 RRR 村 全 的 全 下 
酸 碱 催 花 的 反应 。 

Mrmr T TT | re 
MARTE, NIT OS ee 在 最 活 小 的 二 般 酸 碱 和 
AAI, ZAR UKE -(poy's 0%) BERET HE 体 
LCRA, SPREE RES RTE 
JE, DKIMRAE EH PEDH me GE 07 RF ABE A EE ss SC 
半衰期 不 到 0.1 微 秒 Cs) , EVES BY ETE AL Re a 
酸 残 基 ， 这 不 是 没有 道理 的 ; 由 于 大 多 数 酶 蛋白 中 含有 风量 的 
组 所 本 项 基 ， HA OR AE a Te a 
SR, BES FERRI EAL ERE OSES 
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pm hak LENE Hk Ate Hi DEE OT OR yen ED 
条 件 下 进行 催化 的 方法 ， 否则 化 学 反应 需要 很 高 的 H+ 或 OH- 浓 
庆 才 能 进行 : 例 妇 酶 不 存在 时 ,了 天 链 的 水 解 就 需要 在 极 高 的 H 


”或 OH -浓度 下 ， 长 时 间 地 进行 反应 以 及 高 温 才能 完成 ， 而 用 胰 


BEAL EE ACR EE Ze oP EDEL, EH PUA EE A De 
这 就 是 在 活性 部 位 靠 一 般 酸 碱 催化 的 缘故 。 

CA) 诱导 应 方 的 催化 。 为 什么 酶 分 子 必 须 有 天 然 的 三 维 构 
象 才能 进行 催化 呢 ? 酶 分 子 的 结构 与 底 物 比较 起 来 为 什么 那么 
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大 ? 从 核糖 核酸 酶 (RNase) 等 的 研究 可 以 得 出 一 些 线索 。 我 们 
已 经 知道 核糖 核酸 酶 的 催化 活性 需要 组 氮 酸 残 基 I2 及 1 切 , 这 表 
胃 它 的 多 肽 骨 识 必须 折 和 迭起 来 才能 使 相隔 107 个 氨基 酸 残 基 的 
两 个 组 氨 酸 在 活性 部 位 上 紧 紧 靠 在 一 起 。Richards 证 明 用 枯草 
杆菌 蛋白 酶 将 含有 124 个 残 基 的 核糖 核酸 酶 在 第 20 及 第 21 RB 
之 间断 裂 ， 长 的 片段 含有 组 所 酸 残 基 119， 称 为 S 蛋 白 ， 而 得 的 
片段 含有 组 氮 酸 12， 称 为 S 肽 。 如 果 分 别 测定 S 蛋 自 及 S 肽 ， 都 
没有 侵 化 活性 ， 但 在 pH7.0 时 将 二 者 混 含 在 一 起 ， 酶 活性 又 可 
以 恢复 ， 即 使 两 部 分 之 间 未 形成 共 价 键 也 可 以 恢复 活性 。S 肽 显 
然 是 以 氨 键 等 弱 键 与 S 蛋 白 结合 在 一 起 。 

时 就 有 人 设想 多 胸 链 紧 紧 折 适 后 的 构象 变化 可 能 对 俱 化 反 


应 有 亡 贡 献 。 许 多 酶 在 催化 过 程 中 确实 改变 了 构象 。 用 和 -射线 ， 


衙 射 分析 证 明 自 由 的 效 歇 酶 的 构象 与 被 物 甘 所 本 酷 气 酸 结合 
的 次 肽 酶 的 构象 有 显著 的 不 同 。 

对 自由 的 与 结合 的 酶 之 间 这 些 构象 上 的 差异 有 不 同 看 法 。 
一 种 看 法 认为 一 号 底 物 以 锁 钥 的 关系 结合 在 活性 部 位 上 ， 即 发 
生 构 象 上 的 变化 ， 它 在 底 物 分 子 上 强加 上 一 种 应 力 《strain)， 
使 分 子 变形 ， 这 种 观点 的 缺点 是 ,如 果 活 性 部 位 具有 刚性 结构 ， 
象 锁 钥 学 说 所 说 的 那样 ， 它 不 能 既 适 合 反应 的 底 物 又 适合 反应 
的 产物 。 这 个 矛盾 引起 另 一 种 假说 ， 它 认为 自由 酶 的 活性 部 位 
既 不 完全 适合 底 物 ， 也 不 完全 适合 产物 ， 而 只 适合 过 渡 态 化 合 
物 。 支 持 这 个 观点 的 证 据 是 有 些 酶 类 被 类 似 过 渡 态 的 化 合 物 所 
抑制 ， 而 不 被 自由 底 物 分 子 抑制 。 

Koshland(1958) 提 出 的 诱导 契合 学 说 (Induced fi fit i li 
就 是 为 了 解释 酶 作用 的 异常 现象 ,例如 ,许多 种 酶 不 能 作用 于 其 
EERE AAA L250 Sen | 
例 说 明之 。 
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ATP + D-#4j 4 i => ADP + HA -O-EB 
已 糖 激酶 可 以 将 几 种 不 同 的 已 糖 的 6- 羟 基础 酸化 ， 因 此 可 
”发 设 想 它 也 应 当 能 催化 比 己 糖 更 小 的 底 物 分 子 。 比 葡萄 糖 较 小 
的 同系 物 有 甘油 醛 、 甘 油 、 乙 醇 ， 甚 至 水 的 分 子 ， 由 于 其 分 子 
较 小 ， 而 浓度 较 大 ， 本 应 很 容易 透 入 活性 部 位 ， 从 ATP 接 受 韭 
酸 基 团 ， 但 是 已 糖 激酶 不 能 使 这 些 同 系 蚁 磷酸 化 。Koshland 认 
为 酶 的 活性 部 位 没有 被 彻底 占据 时 ， 自 由 酶 的 分 子 的 活性 部 位 
的 必需 功能 团 不 能 处 于 最 合适 的 位 置 以 进行 催化 反应 。 当 底 疗 
分 子 与 酶 结合 时 ， 结 合 的 亲 合 力 会 迫使 酶 分 子 改变 构象 ， 使 催 
化 基 团 采取 合适 的 几何 图 象 以 形成 过 滤 态 ， 这 就 是 诱导 契合 。 
| 按照 诱导 契合 学 说 〈 图 8.5)， 底 物 诱导 酶 分 子 构 象 发 生变 化 ; 
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Ct 
a E'sG 
图 8.5 BMHASRAYSUARA 
CERRO RAS, CRAM ) 
使 酶 的 催化 基 团 获得 所 需 的 结构 ， 使 它们 与 底 物 紧密 配合 并 相 
互 作 用 ， 酶 分 子 处 于 这 样 的 活泼 的 构象 时 是 不 稳定 的 ， 一 旦 去 
掉 订 物 它 立即 返回 到 自由 的 形式 。 一 个 不 良 的 底 物 ， 即 与 活性 
部 位 亲 合 力 很 低 的 底 物 ,不 能 迫使 酶 分 子 改变 成 最 活泼 的 形式 ， 
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因为 它 的 分 子 或 则 太 小 或 则 缺乏 正确 的 立体 结构 。 这 就 可 以 解 ， 


释 为 什么 水 《浓度 高 达 55M) 不 能 在 已 精 激酶 的 反应 中 与 正常 
底 物 葡萄 糖 相 竞争 。 当 底 物 分 子 被 结 含 时 ,- 酶 的 诱导 构象 变化 
可 能 是 加 速 反应 速度 的 一 个 重要 因素 ,; 大概 它们 扭曲 酶 和 底 物 
aioe 们 更 容易 进入 过 渡 态 。: 

丫 上 面 讨论 ， 栈 分子 如 何 表现 其 俯 化 活性 ， 普 先是 将 底 
铬 分 子 素 集 起 来 并 在 活性 部 位 上 结合 ,定向 排列 ; 其 次 ， 酶 在 
适当 的 定向 位 置 上 提供 酸 破 基 团 ， 以 促进 底 和 分 于 册 的 质子 转 
6B: 第 三 ， 酶 分 子 内 一 些 基 团 : (特别 是 亲 核 基 团 ) 六 可 以 与 底 
物 相互 作用 形成 共 价 的 结构 ,这 种 结构 比 底 物 中 原来 存在 的 结 
构 更 容易 反应 ;第 四 ， 酶 可 以 诱导 底 物 发 生 应 变 或 变形 ,， 亦 可 


能 伴随 着 酶 蛋白 构象 的 变化 。 上 述 四 种 对 酶 的 催化 作用 有 贡 cm 


PDL, BH — AAS Ae 56 PE TS EA HT He, 
ANG LAT Ae NTA RA IME TR ME BE. HB 
Jencks 计 算 ， 邻 近 效应 及 定向 效应 可 使 反应 速度 加 快 10" 倍 , 将 
底 物 与 催化 基 团 靠 近 并 使 它们 彼此 形成 二 定 葡 度 ， 以 进行 移动 
和 转动 ， 这 样 可 以 使 摘 C(entropy) 大 大 降低 ， 容 易 达 到 过 渡 态 。 


共 价 催化 及 酸 碱 催 化 在 酶 的 作用 中 非常 重要 ， 但 它们 对 增加 反 


应 速度 的 贡献 可 能 较 小 ， 大 约 不 超过 102 售 。 盖 


五 、 酶 活性 部 位 的 反应 机 理 


目前 还 没有 一 种 酶 的 作用 机 理 的 细节 被 完全 帮 清楚 ， 不 过 
在 这 方面 从 动力 学 及 专 一 性 的 研究 ,本 活 性 部 位 的 化 学 分 析 以 
及 比较 一 些 酶 及 其 与 底 物 或 竞争 性 抑制 剂 的 复合 物 的 X- 光 簿 庙 
分 析 的 结果 已 经 取得 了 很 大 的 进展 。 有 许多 种 酶 的 作用 机 理 开 
始 可 以 阐明 ; :下 面 我 们 举 几 个 例子 加 以 说 明 。 os 
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(1) 胰 凝 乳 蛋 由 酶 。 WORF Me (chymotrypsin) 是 研 


| 究 得 最 深入 的 一 种 酶 。 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 的 一 级 结构 由 245 个 氨基 


酸 残 基 组 成 已 含 有 5 对 二 硫 键 *- 苇 凝 我 蛋白 酶 由 三 条 姑 链 组 成 ， 


| 分别 命 名 为 A、B、C， 三 条 肽 键 由 二 对 二 硫 键 连 在 一 起 ， 另 三 
对 二 硫 键 在 B、C 链 上 形成 三 个 圈 (loops)。 胰 凝 乳 蛋白 酶 的 立 
体 结 构 已 用 和 X- 光 衍射 分 析 达 到 2A 分 准 率 的 水 平 ) 图 8"6)。 在 上 
| 面 已 经 讲 到 ， 在 其 活性 部 位 上 有 组 氨 酸 57 及 丝氨酸 195 残 基 , 彼 
| 此 相互 邻近 ， 底 物 肽 可 以 与 胰 凝 乳 蛋白 酶 形成 一 个 共 价 键 的 栈 


基 酶 的 中 间 产 物 ， 其 中 包含 丝氨酸 195 的 羟基 ,这 些 资料 可 以 描 


图 8'6 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 三 维 结构 
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绘 出 一 个 胰 凝 乳 蛋 白 酶 的 反应 机 理 ， 如 图 8.7。: 
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在 自由 的 胰 凝 乳 蛋白 酶 上 丝氨酸 195 的 羟基 与 组 RAY 


| 咪唑 基 的 N 之 间 形 成 氢 键 反应 时 丝氨酸 195 上 的 质子 迅速 转 移 


到 组 氨 酸 57 的 咪 哗 N 土 。 瞬 间 在 咪唑 基 与 底 物 之 间 形 成 氢 键 ， 


这 时 底 物 的 羧基 础 原子 受到 丝氨酸 氧 原子 亲 核 基 团 的 攻击 ， 取 


代 另 一 氨基 酸 (RiCOOIH) 的 氨基 ,形成 丝氨酸 195 的 氨 酰 基 衍 生 
物 ， 剩 下 的 基 团 即 底 莉 的 C 末 端 氨基 酸 。 然 后 组 氨 酸 57 的 咪 唾 
基 促 使 酶 从 丝氨酸 195 的 羟基 转移 氨基 酸 给 一 个 酰基 受 体 ,在 一 
般 情 况 下 水 作为 受 体 ， 形 成 氨基 酸 (RCOOH) ,于 是 目 由 的 酶 又 


| 再 生出 来 。 


Blow 用 X- 光 衍射 技术 发 现在 膜 凝 乳 蛋白 酶 的 催化 部 位 含 
有 一 个 埋藏 在 内 部 的 天 冬 氨 酸 102， 它 以 氢 键 与 组 氨 酸 57 连 接 ， 
而 组 氮 酸 57 又 以 氨 键 与 丝氨酸 195 连 接 , 这 三 个 氨基 酸 组 成 一 个 
电荷 传递 乱 电 系统 (charge relay system)， 在 这 个 系统 中 质子 
可 以 从 丝氨酸 195 转移 到 咪唑 基 ， 又 从 咪唑 基 转 移 到 天 冬 氮 酸 
102, 它 可 以 将 埋藏 在 内 部 的 羧基 上 的 质子 转移 到 表面 的 基 团 
上 ， 这 样 丝氨酸 侧 链 上 的 氧 原 子 就 变 成 一 个 强烈 的 亲 核 物质 ， 
它 可 以 攻击 底 物 土 的 痰 基 上 的 碳 原 子 ， 从 而 使 肽 键 断 开 。 


ais 
Asp—COO- … H—N N-—-H « O—Ser=—= 
102 5 


AS 


Asp—COO-- H—N +“ H—O—Ser+ H* 
102 195 


(2) AB. Www Clysozyme) 2 F—* LIL 


， 较 清 楚 的 酶 。 溶 菌 酶 在 动 植物 中 广泛 存在 ， 并 大 量 存在 于 鸡蛋 
， 清 中 。 它 的 一 级 结构 由 129 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 从 X- 光 衍 射 分 
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析 结 果 可 以 看 出 溶菌 酶 的 结构 很 象 一 只 小 鸟 EE RC 
个 结构 域 ) 中 己 有 一 人 长 的 裂 钨 ， 底 物 在 这 里 与 之 结合 ， 裂 经 
可 容纳 6 个 葡 糖 胺 残 基 ( 图 8.8)， 溶菌 酶 的 底 物 是 细菌 细胞 壁 的 
”长 链 的 肽 聚 糖 。 - 

浴 菌 酶 能 与 正常 底 物 鳍 构 相似 的 一 些 迟 钝 的 底 物 结合 形成 
酶 底 物 复 谷物 这些 底 物 在 酶 分 子 的 裂 儿 上 结合 ， 但 不 被 酶 攻 
击 。 有 二 种 溶菌 酶 的 酶 底 物 复合 物 已 经 结晶 出 来 , 而 且 AX - 
光 衍射 法 分 析 了 它 的 结构 ;从 活性 部 位 的 结构 可 以 清楚 地 看 到 。 
| 图 8 .9 为 酶 与 结合 的 六 糖 的 氨基酸 残 基 , 糖 苷 键 被 水 解 的 部 分 位 
于 D 与 E 之 间 ， 活性 部 位 的 催化 基 团 为 天 冬 氨 酸 52 及 谷 气 WRIST 
| 基 上 的 羧基 ， 它 们 靠近 被 打 断 的 糖 背 键 附近 ， 这 些 羧 基 在 协调 
”的 一 一 般 酸 碱 催化 机 理 申 作 为 质子 供 体 和 质子 受 体 ， 这 些 基 团 被 
| 非 极 性 基 团 包围 ， 因 而 促进 了 质子 的 转移 。- “一 一 
图 8， .9 为 溶菌 酶 作用 的 可 能 的 机 理 .D 环 为 后 -乙醚 胞 可 酸 
| 基 ,E 环 为 N- 乙 酰 葡 糖 胺 残 基 。 谷 氨 酸 35 的 氧 原子 攻击 两 个 糖 残 
基 之 间 的 糖苷 的 茧 原子 。D 环 的 碳 原子 1 变 成 一 个 正 碳 离 也 (tar- 
bonium ion)， 并 由 邻近 的 天 冬 氨 酸 52 的 COO- 基 团 所 平衡 ， 这 
时 D 环 发 生 扭曲 变 成 半 椅 式 构 型 。 AAT SAE Bt TE 
离子 即 完成 糖苷 键 的 断裂 。 

(3 六 木瓜 蛋白 酶 。 a Oe ie ee 
Mi, Gho— RAH 2127 RERRAAM. HHEHREM, 
SE BE 25 Ek A A BM eT 
的 硫 酯 键 。 了 

木瓜 和 蛋白 酶 -SH 十 RCOX—> ALE 白 酶 -S-COR + HXX- 
光 衍 射 研究 证 明 木 瓜 蛋 白 酶 的 催化 部 位 含有 半 WE OB 25、 组 

氨 酸 159 及 天 冬 酰 胺 175。 洲 胱 氨 酸 35 与 组 氨 酸 159 之 间 的 距离 很 
近 ， 足 以 形成 氨 键 ， ARAN ORME IES RABE 175 形 成 
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PA8+9 底 物 (六 糖 ) 与 溶菌 酶 活性 部 位 回合 的 图 各 
(每 个 亚 部 位 subsite 与 一 不 糙 分 子 相 结合 ) - 
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图 38,10 木瓜 蛋白 酶 的 作用 机 理 
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气 键 。 

在 有 催化 活性 的 状态 下 ， 在 活性 部 位 的 组 纪 酸 不 带电 荷 并 
与 度 氢 基 形成 氢 键 。 这 样 三 原子 的 素 核 性 即 加 强 。 由 于 硫 原 了 
增加 的 亲 核 性 ， 硫 原子 很 容易 攻击 酰基 产生 酰基 酶 中 间 产 牺 。 
图 8.10 是 Lowe(197 0) 58 HAAG A J 2 Bie AG ITS 7 BD 作 用 
机 理 。 

BR 上 述 三 种 酶 外 ， 还 有 了 胰 蛋 白 酶 (trypsiny。 BES AM 
(elastase) , #8 lik Nig (carboxypeptidase) , 枯草 杆菌 蛋白 酶 (subti- 
lisin) 、 核 糖 核酸 酶 (ribonuclease) 等 的 作用 相 理 也 了 解 得 比较 
清楚 , 它 伯 都 属于 水 解 酶 ,其 立体 结构 已 用 - 光 衍射 技术 冰 明 ， 
可 参考 Blackburn 的 《Enzyme Structure and Function> 一 书 。 

SAT eM ME UD 将 酶 分 
为 六 大 类 ， 即 

“II. 氧 化 还 原 酶 了 

2 .转移 酶 ， 

3 .水 解 酶 ; 

4. 有 裂解 酶 ; |， 

5 . 异 构 酶 ; sh 

6. EER. . 
FEBKAT HLA HEF DR, 并 且 每 种 酶 以 四 位 数字 表示 ， 


通常 前 面 冠 以 E.C.(Enzyme Committge 的 简称 )， 如 酷 氨 酰 -tR 


NA 合成 酶 (tyrosyl-tRNA synthetase) 为 E.C.6.1.1.1。 为 了 便 
于 读者 参考 ， 我 们 将 酶 的 系统 分 类 列 入 表 8"2。 ， 
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i. # 46 2 
1.1 作用 于 供 体 CH 一 OH 基 团 
11.1 9 DNADRNADPHEK ~~ 有 上 
aca NADER Siage B+NAD=R(RM) 
at? 


+NADH 
1;1.3 ”以 ;为 受 体 人 
1.1.3.4 B-D-#8. & Maen B-D-waw+O.= 
氧化 还 原 酶 二 也- 葡萄糖 酸 区 内 酯 + 互 202， 
1.2 ”作用 于 供 体 醛 基 或 酮 基 iia 


1.2.1 以 NAD 或 NADP 为 受 休 BH 
Zee 以 氧 为 受 体 wR 
.2.3.2 RM AGE SUN He 3+ 20 +022 

和 部 -8 Wwe x S -3 ERARAR  D-2 My Poy 
“53° Ge ee CH—CHatH MENS o- 

1.351 WNADRNADP XS ne ae" s 
1.3.1.1 4,5- 二 氢 尿 喀 啶 ， A Ammer 05-2 ame +NAD* 
氧化 还 原 酶 NG = Ritz +NADH 

1.3.2 ”以 细胞 色素 作为 受 体 

1.4 te FA HE HK BY CH— NH; 

M5 Ost yess a: Sesias wat 

1.4.3 以 O: 为 受 体 

1.4.3.2 LAER: HME 工 -氨基 酸 氧化 酶 “ 工 - 气 基 酸 直 Hz2O+ Ois 
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“TR ORE) > 2-MR+NH;z+H202 
2, +? emo m 


2.1 转移 C-I 基 团 

2.1.1° PREGH 

2.1.1.2 S-REMHRAR: M MELRHE PEM S-REMBRAM+ 
ECR 人 - 转 甲 基 酶 Mat 2RAS-RRA 

+ MRR + WLR 


Te 


* 6， 


a 
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编号 =%R HRA EK HEA AS 应 


2.1.2 卷 甲 基 转 移 酶 及 产 甲 酰 


基 转 移 酶 
2.1.2.1 工 -丝氨酸 :四 氢 叶 酸 ”丝氨酸 产 甲 基 转 . 工 - 毕 气 酸 + 四 气 叶 了 酸 壹 
5,10- 产 甲 基 转 移 酶 OM 甘氨酸 +5410- 亚 甲 网 
nt mR 
2.1.3 ”次 基 转 移 酶 及 氨 甲 酰基 pas 
转移 酶 
2.2 $y Et 
2.3 酰基 转移 酶 
2.4 葡 糖 基 转 移 酶 
2.6 转移 含 N EB 
2.6. 工 氨基 转移 酶 aS . 
2.6.1.1 L-KAAM: 2-BR KAARAS L-K£ SAR +2-BN—M 


二 酸 ALLER 转移 酶 . 全 草 酰 乙酸 + 工 - 谷 氨 酸 | 
2.7 ”转移 含 P 基 团 a. 
2.8 转移 含 S 基 团 

3。 水 解 酶 

3.1 3 iF BG 

3.1.1 RRBKAS . 

3.1.1.7 2ZRARBZKRKER ”乙酰胆碱 酯 本 Z2eHR+H,0= ER 


+ 乙酸 
3.1.3 PRAM KS 
3.1.3.9 D- 葡 糖 -6- 磷 醇 葡 糖 -6- 磷 酸 醋 。 卫 - 荷 糖 -6- 人 磷酸 + 于:O= 
磷酸 水 解 酶 Bg D- 葡 糖 +H3PO, 
3.1.4 BROKE 
3.1.4.1 ERR—RR Bh— Ss @m—Rm+H,0= 
酸 水 解 酶 磷酸 单 柳 + 醇 
4。 2. ite BS 
4.1 C- C23 i is 


ee 
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续 表 2 


编号 系统 名 称 普通 名 称 R 1 二 禹 


4.1.1 羧基 裂解 酶 全 
4.1.1.1 2-MRRERRS MRR  2-MR=AM + CO, 
4.1.2 BEARS 
4.1.2.7 1-RRMRBSZRRM Baw 1-B2RQMH—FR—BAR 
rs 和 _+ EB. 
4.2 C-O28 ft 
4.2.1 水 裂解 酶 
4.3 C-N 2 fi BG 
4.3.1. ABDRe 
4.3.1.3 L-ARRS-ARRBR 8 ARRRAR  “ 工 -组 氨 酸 兰 尿 酸 +NHs 
5。 异 构 酶 
5.1 消 旋 酶 及 表 异 构 酶 
«513 ”作用 于 碳水 化 合 物 
5.1.3.1 5- 磷 酸 -了 核 酮 糖 RRM 5-RR-D-BMR= 
3- 表 蜡 构 酶 sR 5- BRAM 
5.2 上 顺 - 反 异 构 酶 
5.3 ° STARE 
5.3.1 ”了 醛 糖 及 酮 糖 互相 转换 . 
5.4 分 子 内 转移 酶 
6. = BS 
6.1 形成 C 一 O 键 
6.1.1 ”氨基酸 -RNA 连 接 酶 
6.1.1.1 工 - 酷 氨 酸 ， tRNAH BAM-tRNA ATP +EL- 酷 氨 酸 +tRNA 
接 酶 (AMP) 合成 酶 AMP + #: BR + L- 
酷 氨 酰 -tRNA 


6.2 形成 C-S 键 

6.3 形成 C-N 键 
6.3.1 R-REERB 
6.3.2 R-ABRARS 
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续 表 3 


a RR eR - ERO 6B 
6.4 形成 C=C 键 -- errorad 于 
oe ~aee ae 
6.4.1 RE eS 
6.4.1.2 ZRMBA, 二 氧化 ”乙酰 -CA 交 化 酶 ATP + Zea RAY CO, 
碳 连接 酶 〈ADP) . +H,03ADP+ ERR 
| | A SEES eas ae 
1 ES, : 
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bo 运动 (maotility7) 是 生 : 活 细胞 最 基本 的 特性 ， 它 表现 为 各 种 
AAW TA, BME WH BH Haw HM Ale ¥F Cmuscle 
contraction), 包括 骨 骼 肌 、 平 滑 肌 和 心肌 的 收缩 除 此 之 外 ， 
SLE AA PRA A RE BH, IA 噬 作 用 (phagocytosis)、 
细胞 质 流动 keytoplasmic streaming)， 变 形 虫 运动 (amoeboid 
moyement) 、 胞 质 分 裂 (cytokinesis) 及 有 丝 分 裂 (mitosis) 等 / 
肌肉 收缩 可 以 认为 是 一 种 最 完善 的 细胞 运动 。 
肌肉 收缩 是 靠 肌肉 中 的 收缩 蛋白 〈contractile proteins) 
(Soh, .肌肉 的 收缩 蛋 自主 要 是 肌 球 蛋白 (myosin) 利 肌 动 蛋 
A (actin), VLA RE AS REA AN BAA Bea 
FAME id Fe AW JR LER EA (tropomyosin), Wl HA 
(troponmin )。 其 它 非 肌 细胞 的 运动 也 是 靠 肌 REAM BA 
的 相互 作用 。 细 胞 纤毛 运动 和 鞭毛 运动 则 是 由 于 另外 两 种 蛋 自 
i, EAE BA (tubulin) Aly BA (dynein ) 的 相互 作用 。 

AIP 的 化 学 能 转变 成 肌肉 收缩 和 细胞 运动 所 需要 的 机 械 能 
是 当前 生物 化 学 及 分 子 生物 学 中 的 最 重要 问题 之 一 。 原因 之 一 
是 迄今 我 们 还 没有 一 个 这 样 的 能 量 转 换 模 型 ， 例 如 ， 还 没有 人 
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造 的 机 器 能 够 直接 将 化 学 能 转变 为 机 械 能 。 肌 肉 和 运动 细胞 是 
效率 极 高 的 能 量 转换 器 。 这 个 问题 应 从 生物 化 学 、 生 物 物 理学 
等 各 方面 进行 深入 的 探讨 ， 才 能 彻底 弄 清 楚 。 


=. MAK SAA 


1. 肌 肉 的 组 微 结构 

对 兰 椎 动物 的 肌肉 收缩 研究 得 最 为 清楚 ， 特 别 是 它们 的 模 
纹 肌 (striated muscle) 或 骨骼 肌 (skeletal muscle), #4 i)LAS HA 
胞 很 长 ,而 且 含 有 很 多 的 细胞 核 , 细胞 外 面 有 一 层 质 腥 称 为 肌 纤 
膜 (sarcolemma )。 肌 肉 细 了 胞 的 大 部 分 是 肌 原 纤维 人 myofihrile) 。 
这 些 肌 原 纤维 按照 肌肉 收缩 的 方向 平行 地 排列 成 束 。 

每 个 肌 原 纤维 含有 许 SA (mgofilaments), PLR HE 
. 埋藏 在 肌 浆 (sarcoplasm) 之 中 。 肌 浆 中 含有 糖 BR. 糖 酵 解 的 酶 
类 及 其 各 种 中 间 产 物 ,ATP、ADP.AMP 磷酸 . 肌 酸 (creatine) 、 
磷酸 肌 酸 (creatine phosphate) 和 无 机 电解 质 gt 
KS. 

须 原 纤维 由 许多 肌 小 节 (sarcomere) 组 成 ,长 约 2.5hmy 它 们 
是 肌 原 纤维 的 收缩 单位 。 在 骨骼 肌 中 肌 水 节 呈 横 纹 状 ， 故 称 横 
纹 肌 。 在 显微镜 下 观察 ， 亮 带 与 暗 带 相互 交替 。 亮 带 也 称 为 各 
向 同性 带 〈isotropic band 或 I band) ， 了 上 暗 带 称 为 各 向 异性 带 
(anisotropic band 或 A band)。 各 向 同性 的 结构 不 管 测量 的 方 
向 如 何 ， 都 具有 一 致 的 物理 性 质 ， 而 各 向 异性 的 结构 ， 其 物理 
性 质 则 贿 测 量 的 方向 改变 。 肌 肉 的 A 带 在 光学 上 各 向 异性 ,，. 其 
折射 率 在 各 方向 不 一 致 ， 产 生 双 折 射 . (birefringence)3 一 般 来 
说 ， BORA ABE LTT LS Ee 
的 。 
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Huxley 与 Hanson 用 电子 显微镜 观察 肌 原 纤维 RIO 
有 两 类 肌 纤 丝 ， 一 种 是 粗 纤 丝 (thick filament)， 另 一 种 是 细 纤 
” 毕 Cthin fament)。 在 横 纹 肌 的 I 带 中 只 有 细 纤 丝 存在 ， 其 直径 
Henm, CAPERS AMAL, BM, HH 
15—17nm, WAHPARAWTNRE. MADRWMH, AA 
BERR, HR 各 为 45nm， 每 六 个 粗 纤 丝 又 由 6 个 细 纤 
丝 包 围 ， 也 呈 六 角形 (图 9.1)。 

粗 纤 毕 贯穿 A 带 ， 从 A 带 的 一 端 达到 另 一 端 ， 而 细 纤 丝 在 
poplin 细 纤 丝 由 Z 线 (Z line) FF 44, FLU, BA 


7 


区 


4 oa ZI 一 
= es thee 
, hc Z| mw_—s=is Qv 


图 9*1 «SCHL 
9 67 e 


{ADAH ME EPEAT ASHER (H zone) 部 分 即行 中 止 s:H 区 
AAG PRD, K420.5um, PEAR, Cho PRAMAS 
(M line) , MLA ASK EE BEE MP ZA AB ZA ke 

-在 A 带 的 深 笃 部 分 从 粗 纤 丝 到 细 纤 丝 之 间 有 一 些 规则 的 
突起 ， 用 高 倍 电子 显微镜 可 以 看 到 ;这 些 突起 构成 横 桥 (cross 
is) ES Se 
BR120°, 

2 Aaa ee - | 

册 小 沁 是 肌 原 纤维 的 收缩 单位 。 肌 小 节 最 大 收缩 时 可 以 使 
肌纤维 缩短 20 一 25% 。 当 肌肉 被 拉 长 时 ， 肌 小 节 可 以 伸 长 到 其 
静止 长 度 的 120% 。 从 舒张 的 肌 岗 :收缩 的 肌肉 和 拉 长 的 肌肉 中 
的 A 带 和 I 带 的 测量 结果 可 以 看 出 ，A 带 即 粗 纤 冀 的 长 度 是 永远 
保持 恒定 的 。 同 样 地 细 纤 丝 的 长 庆 也 没有 发 生变 化 。 因 此 ， ， 
Huxley Hanson (1969) 提出 了 一 个 纤 丝 滑动 学 说 (sliding 
filament theory)， 解 释 肌 肉 收缩 的 分 子 机 理 。 他 们 认为 肌肉 收 
缩 时 肌 纤 丝 长 度 的 改变 是 由 于 粗 纤 丝 与 细 纤 丝 彼此 互相 滑动 ， 
细 纤 丝 伸 入 到 粗 纤 丝 区 带 之 中 的 程度 发 生变 化 。 当 肌肉 发 生 最 
大 收缩 时 ， 两 端的 细 纤 丝 可 以 互相 接触 ， 基 至 可 以 交叉 已 来 ， 
在 H 区 中 形成 一 个 新 的 浓 的 中 央 区 带 ( 图 9.2)。 

3. 肌 肉 细 胞 的 蛋白 质 成 分 

骨骼 肌 的 蛋白 质 成 分 包括 ， (D 册 浆 的 水 溶性 蛋白 质 ， 它 
们 构成 肌肉 蛋白 总 量 的 20 一 25% ; (2) LAPSE ASK AN 上 
纤维 蛋白 。 肌 浆 中 的 蛋白 质 很 容易 用 冷水 从 肌肉 申 提取 出 来 ， 
这 部 分 称 为 肌 浆 蛋白 (myogen) 。 肌 浆 蛋 白 中 含有 大 量 糖 醇 解 的 
酶 类 ， 如 醛 缩 酶 、 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶 、 磷 酸 甘 油 脱氧 酶 及 磷酸 
化 酶 等 。 i 

肌 纤 丝 的 不 溶 性 蛋白 比较 难于 :分 离 提纯 ， 本 世纪 30 年 代 
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Ge 图 9.2 “肌肉 收缩 时 I 带 和 A 带 的 变化 
rm 一 一 一 a) ak mp..Co) We Se a Co.) eb BEC eat 


Edsall 等 人 先 用 冷水 提取 研 碎 的 免 肌 内 ， 去 掉 肌 浆 蛋 白 之 后 ,将 
不 溶解 前 性 下 用 0.6XKCI 提 取 使 之 溶解 ， 然 后 稀释 或 透析 使 之 
BIEN hha FO. REE CSE nicola 
(myosin), — 
ne 白 具 aoa 
- WeNDTE PE; HEAT Cat A EN, WERE AB AKMRATP AY AR in 
PEW IEML Fe ADP BIE LM Ja RSzemt-Gyorgy i MAE 
BIADOTEMUK CITY LES ETS TE BU AR A, 肌 球 蛋 
AUTEM KR. Se ATP RCA 离子 加 到 丝 状 的 肌 球 蛋白 中 ， 
其 次 席 即 殿内 显著 缩短 ， 同 时 ATP 即 被 水 解 。 
SP DPR Hay, Szent- -GyorgyigStraub WL WA 中 含有 53 
BEBE ARR, WAZ ANE actin) 4 
a OMAEURELELRA —— URE MEA, 
Rew, NI WAN. 
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39+ RMF HS ARM 


定 ft ub # 分 子 量 
FAA HZ: 
肌 球 蛋白 2 条 重 链 4 条 轻 链 460,000 
CHA ; "140,000 
M-2 281 | of 155,000 
M-# # Ali 88,900 
细 纤 丝 
E= 肌 动 蛋 自 《G= 肌 动 蛋白 )m (42,000)n 
原 肌 球 蛋白 2 亚 基 ~ pf i800 
WS BA 3 80,00u 
x- 辅 肌 动 蛋白 100,000 
B-3 aye , 70,000 
wat WuaREA 


AMAZWESRAA VWREA, APO. eMC if 
解 ， 然 后 稀释 或 者 透析 ， 使 之 沉 演出 来 ， 反复 多 次 就 可 以 得 到 
纯 的 肌 球 蛋 自 。 

用 高 度 纯化 的 肌 球 蛋白 进行 测定 ， 其 分 子 量 为 460， 000 道 — 
尔 顿 ， 它 是 一 个 长 形 的 不 对 称 分 子 ) K2160nm; PLREAy 
子 具 有 两 个 球状 的 头 部 和 一 个 长 的 尾部 ， 用 电子 显微镜 可 以 观 
察 清 楚 (Lowey，1967)。 肌 球 蛋白 含有 两 条 完全 相同 的 长 肽 链 
和 4 条 复 肽 链 。 长 肽 链 的 分 子 量 为 200,000 道 KM, RAB 链 
cheavy chain), 49% Bw (light chain), FASDSRA MBE 
RAE Je FL DK UE BAX 4 ED A, GE FS = 25,000), A 
链 (分 子 量 = 16,000) RP ADIN EE (> FB = 18,000), MLE 
蛋白 用 5,5 -二 硫 双 (c- 硝 基 葵 甲酸 ) (简称 DINB) 处 理 后 放出 


se 70。- 


的 二 种 轻 链 ， 约 占 肌 球 蛋 白 轻 链 的 一 半 ， 称 之 为 DTNSE 轻 链 。 
另外 两 条 轻 链 只 有 在 碱 性 (pH11.4) 条 件 下 可 以 分 离 册 来 , 故 称 
为 碱 性 轻 链 (alkali light chains)， 整 个 肌 球 蛋白 分 子 的 结 nity 如 
图 9%.3 所 示 。 

ATP St 


Make 
rer 


: 他 (60,000) 
: > . LMM , 
pg (150,000) MA nents 
3 
上 " (~1,4004) jee Je 
. MRE (460,000) Paar 
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| WERE Bs Fe EY A ee Hk BR PA A aT, 
它 是 迄今 所 知 肽 链 最 长 的 分 子 ， 每 条 肽 链 含有 1800 全 氨基酸 残 
#, CMAP MAW HH. FHUMRERAARAWA 
228, BNS—HIAEA AB, e-N-H A MAMe-N-= 甲 基 赖 氨 
酸 ， 位 于 肌 球 蛋白 的 头 部 之 中 ， 可 能 起 着 特殊 的 作用 。 

1 在 肌 球 蛋白 分 子 的 大 部 分 长 庆 中 ,每 条 重 链 都 具有 vw 螺 旋 构 | 
象 并 且 两 条 链 彼此 痢 绕 在 一 起 ， 重 链 的 一 部 分 折返 成 球状 结 
BS, FEB BB WS FAB Se A Be BBS EFL SE A BR LER 
在 尾部 靠近 中 间 部 分 ， 可 使 状 链 断裂 ， 产 生 两 部 分 ， 一 部 分 称 
为 重 酶 解 肌 球 蛋白 (heavy meromyosin，HMM)， 另 一 Bam 
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为 轻 酶 解 肌 球 蛋白 (light meromyosin, LMM), WARE 
酶 处 理 即 从 头 部 产生 两 个 S; 碎片 及 一 个 尾部 - 到 
册 球 萤 自 具有 ATP 酶 的 活性 ， 它 可 以 水 解 ATP 的 未 端 碳酸 
基 团 ， 同 时 也 能 水 解 GTP、CTP 等 。ATP 酶 在 Mg++ 存 在 时 活性 
很 低 , 但 在 K+ 及 EDTA 或 Ca'#+ 存 在 时 活性 可 以 增加 10 悦 以 上 。 骨 
散 肌 肌 球 蛋白 的 Mg++-ATP 酶 活性 可 以 被 F- 肌 动 蛋白 激活 ， 就 
是 这 个 肌 动 球 蛋白 (actomyosin)ATP 酶 在 肌肉 收缩 时 作为 将 化 “ 

2 AES SR PURI Ao On OO eens 
,纯化 的 肌 球 蛋白 能 与 肌 动 蛋白 在 两 个 特异 的 部 位 上 结合 ， 
形成 肌 动 球 蛋 白 , 这 是 肌肉 收缩 机 理 的 重要 步 又 。 当 肌 动 蛋白 与 
肌 球 蛋 自 结合 时 ,从 训 梅 活 性 发 生 一 个 有 趣 的 改变 虽然 纯 肌 球 
蛋白 ATP 酶 活 秆 需要 Ca+ + 离子 激活 ; 受 Mai 离子 抑制 ;但 是 肌 
动 球 蛋白 AIP 了 酶 活性 则 受 Mg 王 离子 激活 -现在 已 经 还 明 仙 动 蛋 
白 与 肌 球 蛋 自 头 几 Si 部 分 相 结合 ， 肌 球 蛋白 头 部 有 两 个 ATP 酶 ， 
催化 部 位 ， 靠 近 它 们 有 两 不 瑟 肌 动 蛋 肯 的 圣 奋 部 他 人 1 
由 于 Huxley 的 电镜 研究 并 由 于 肌 球 蛋白 的 禾 理 化 学 研究 ， 
现在 我 们 对 骨骼 肌 A 带 中 的 粗 丝 的 分 子 结构 已 经 有 - 子 详 细 的 巴 
解 ; 每 条 粗 纤 丝 长 约 1500nm,， 粗 10nm, 它 是 出 全 束 肌 球 蛋 白 分 ” 
SPAHR, SPREAD TAA 0nm Ke MRE 
自 芬 子 定向 排列 成 粗 丝 ) BSL RB BE OP A Sk 
部 从 束 中 伸 出 来 以 规则 的 螺旋 方式 排 列 ， 每 隔 4350nm 有 6 个 横 
桥 (cross bridges), FAK —-H MS BBM Le 
在 粗 纤 丝 上 人 除 含有 肌 球 蛋 帕 之 外 ， 还 含有 另外 两 种 蛋白 
一 种 是 C- 蛋 白 ， 分 子 量 为 140,000， 占 粗 纤 丝 总 蛋 自 的 355% 司 
BAM AEE, aoasgeiesahsn 
BETH 3 Te RS MEET rk oe 
人 过 和 
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A Mahe ， 


; WE EA Pod FISK: (1) BRARWL BE (G-actin) 
CA HERVE (F-actin), Bf) G- 肌 动 蛋白 的 多 聚 体 。 单 体 
肌 动 蛋白 在 蒸馏 水 中 稳定 ,但 在 一 定 条 件 下 (如 在 0.MKC1 中 ) 
聚合 成 F- 肌 动 蛋白 。E- 肌 动 蛋白 为 双 股 螺旋 。 
(RAR CWA 已 经 高 度 纯 化 ， 它 的 分 子 量 为 

25000 道 尔 顿 ?分子 为 球形 ,由 一 条 肽 链 组 成 ,含有 3 好 个 氨基 酸 
基 a5jiiGollins 等 1975) 已 经 测定 出 它 的 氨基 酸 顺序 ,准确 的 分 
量 为 41,785 道 尔 顿 。 
本 Sek 等 (1981) 用 区- 射线 衍射 技术 测定 了 肌 动 蛋 据 的 三 维 结 
:达到 了 6 人 分辩 率 的 水 平 。 肌 动 蛋白 分 子 为 长 球形 67x40x 
7 Ap 由 一 大 结构 域 及 一 小 结构 域 组 成 ， 每 个 结构 域 的 中 心 为 
Tie, 周围 由 %- 螺 旋 包 围 着 ，ATP 结 合 在 两 个 结构 域 的 裂 
Zeal. 

4 G- Was AS 47 BE 
水 中 或 稀 盐 溶液 中 时 ，ATP 与 肌 
中 蛋白 单 体 结合 。 当 加 入 中 性 盐 
如 0.1M KCI) 时 ，G- 肌 动 蛋白 
单 体 就 聚合 成 FE- 肌 动 蛋白 ， 同 时 
BO FCULBE. te 聚合 1 殉 分 子 
的 肌 动 蛋白 单 体 ， 即 裂解 工 克 分 
了 的 AIP。 

在 AIP 存 在 的 情况 下 ，G- 肌 
动 蛋 自 = 王 >F- 肌 动 蛋白 ,这 个 反 
应 是 可 道 的 寺 可 以 反复 进行 。 肌 


动 蛋白 聚合 成 纤维 状 肌 动 蛋白 以 后 ， 它 的 粗 度 即 天 大 增加 。 国 
肌 动 蛋白 聚合 物 的 F- 肌 动 蛋白 (图 9 4 导 是 欣 的 双 股 螺旋 
即 两 股 由 G- 肌 动 蛋白 聚合 的 丝 披 此 缠绕 在 一 起 ， 形 成 直 和 餐 60 
80 A (6 一 om) 的 双 股 螺旋 , 沿 螺 旋 长 办 的 螺 昨 Lpiteh) 为 365A， 
在 肌 动 蛋 自 组 成 的 纲 丝 上 还 存在 两 种 主要 的 辅助 蛮 自 ， 
们 的 功能 是 调节 控制 粗 丝 与 细 丝 之 间 小 横 桥 的 形成 和 断 齐 ， 
及 机 械 力 的 产生 :首先 是 原 肌 RE (tropomyosin), Gi MA 
蛋 自 总 量 的 10 一 1T%。1948 年 由 Baily 分 离 殖 化 得 到 结晶 。 锡 
Ho WL SURE 3) F-70000, HH OMG SRE 
分 子 量 分 别 为 33,000 及 37 000, ‘eae WR aE Be Monin SRE 
CHD ARE) ACE OME eA | 
enlsierecesironenreierinrreere ee 
BH tye CRO. 5) 7+ RNR BAS PR SHRP 
肌 动 蛋白 微 丝 相 接触 。 每 个 原 肌 球 蛋 自分 子 覆 善 着 7 个 G 山 动 到 
ees rer 5 ig 
RMR RBA oe EGS BEE 


MEH 一、 o jada CMa 20 a 

Ao-s Fea ee LOR RAM 
:另外 一 种 调节 蛋白 称 为 LES Hs (troponin). iene 
EAAMRER BES, WLS BA Ga 的 敏感 性 就 
要 形 失 。 纯 化 所 失去 的 就 是 肌 钙 蛋白 和 原 肌 球 蛋 自 己 在 肌 动 寻 
蛋白 中 加 入 纯化 的 肌 钙 蛋 自 和 有 原 朋 球 Wagner 
象 ， BI j* A: 43 WHE (superprecipitation) , W- Aba 
VLSOSR EA + 原 肌 球 蛋白 + ee +ATP +Catt— > 
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pe bet | . 
“PL Actroponin), FLA AA he R Ebashi’ 1965 
pees 它 . 由 三 Br SR Ra (1) Cat Se HME, 
APRTN-C) 4} 18,000, AE-PTN-C5RACa** 2E A, Ii 
FIN ICsy PRRs (2) 抑制 亚 基 ; 简称 TN-T 分 子 量 
22,000) EHC MARAAH MAB, MARCA ee M 
HME AL ROR PAE: (3) 与 原 肌 球 蛋白 结合 的 亚 
基 ， 简 称 TN-T， 分 子 量 为 87 ,000。 整 个 肌 征 蛋白 包括 TN-C， 
TN-I 及 TN-T 三 个 亚 基 ， 分 子 外 形 为 球状 。 肌 肉 收 缩 是 受 肌 浆 
中 的 Catt+ 离子 调节 的 ，Ca** 离子 通过 肌 钙 蛋白 在 肌肉 收缩 中 
FEVER, 我 们 可 以 从 图 9.5 及 图 9.6 来 理解 。 


ta aii 
if 
if 
rs / . 
x ADP + Pi+ ff 
ie Ax PRS 
peer + met Mb HL 
fos “Ao. 6 Pl 肉 收缩 的 机 理 
A AT Pace aK bo - 冯 (Cat ED 
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4ULAAKN, WREADLRSVAEAR Bam, FA 
FAR ALER AE PIT, WL) ee Th RAS CA 9 6A AE TAN) 
“4 HEN HAT, ALR PE Ca** 离子 ,Ca 离子 与 肌 
BR AWTOC 亚 基 结合 ;发生 构象 变化 ,即将 原 肌 球 蛋 岂 从 肌 
动 蛋白 与 肌 球 蛋白 头 部 之 间 拉 出 来 (如 图 9.6 中 间 所 示 )z 须 球 蛋 
白头 部 与 肌 动 蛋 自 结合 部 位 接触 后 ， 就 使 肌 球 蛋白 头 部 发 生 转 


动 ， 将 由 肌 动 蛋白 组 成 的 细 丝 向 肌 小 节 趾 心 滑动 ,于 是 肌肉 即 


发 生 收缩 现象 ， 使 肌 小 节 缩 短 。 


五 、 非 肌 细胞 的 运动 : 


hh On RPE HE Bh a De BB 1H FW PS HH a BE IS 
外 ， 其 余 非 肌 细 胞 (nonmuscle cells), 有 些 也 能 运动 ， 如 纤毛 
(cillia), B= (flagella) fo Bish, BIB Hizsy(amveboid move- 
ment), Jy PAS EKA (macrophage), jit /)AZ (platelet ) Ay 
am, KHaMHSCNEAM PHARABROM KA. RE 
DAN Py AAU DL EES POSE WLS, RO 
(Physarum polycephalum 7) 进行 穿梭 运动 ， 后 来 发 现 盘 基 网 柄 
fA (Dictyostelium discoideum) Be Riza, 4 Ah i *K 
(chlamydomonas) 的 鞭毛 运动 ， 游 走 精子 的 鞭毛 运动 ， 很 多 种 
植物 细胞 及 花粉 管 中 的 细胞 质 流 动 也 都 属于 非 肌 细胞 运动。 
甚至 一 切 真 核 细 胞 中 有 丝 分 裂 (mitosis ) 时 染色 体 疝 两 极 运动 ， 


细胞 一 分 为 二 时 的 胞 质 分 裂 (cytokinesis) ,无 不 属于 运动 指 范 - 


畴 。 因 此 运动 是 生命 中 最 基本 的 特征 ， 运 动 一 旦 停止 ， 生 命 也 
就 终止 。 非 肌 细 胞 虽然 没有 骨 噩 肌 的 复杂 结构 ， 但 是 二 者 运动 
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的 机 理 是 相同 的 ,它们 之 中 都 存在 收缩 蛋白 ( 肌 球 蛋白 . 肌 动 蛋 
自 sy 微 管 蛋 白 及 力 蛋白 等 )， 将 ATP 中 的 化 学 能 转换 成 机 械 功 ， 
作为 运动 的 动力 。 因 此 ， 研究 肌肉 蛋白 及 非 肌 细胞 及 其 运动 机 
理 在 生物 医 党 中 占有 重要 地 位 ， 相信 这 些 研究 今后 在 农 牧 业 中 
也 会 起 重要 作用 。- 细 胞 运动 的 研究 也 是 分 子 生物 学 和 细胞 生物 
学 中 极其 重要 的 内 容 。 


. 非 朋 细 胞 的 运动 看 自 


现在 非 肌 细 胞 中 有 两 类 细胞 运动 结构 ， 即 微 丝 (microfila- 
ment) 和 征管 (microtubule), 4k ENN ARIA, BL 
HFUPA. i 
OL RES 

? VES Bh A Baht A Maz why a 2 Hh 如 粘 菌 .血小板 : 

巨 噬 细 胞 、 小 肠 壁 的 刷 状 缘 Cbrush border), 4: 438 (nitella) 
BMG ERE (tradescantia) He xs 毛 以 及 花粉 管 的 组 胞 质 流 动 , 胞 
质 分 裂 等 均 属 微 丝 担负 的 运动 。 微 丝 是 纤维. 状 的 肌 动 蛋白 
a Re actin ) 所 组 成 。 由 于 FE- 肌 动 蛋白 及 贞 球 蛋白 的 相互 作用 ,于 
是 产生 了 细胞 质 流动 , 变形 贝 运动 ， 胞 质 分 裂 等 运动 现象 
Ioewy(1952) 38 ik BU HERA (Physarum. polycephalum) 
HERI AY VL oh SRE A (actomyosin), 3 HIATP G25] 
VE HIEEAAL, Die Matano$ (1966) HI AAENLEREE FFI 
动 蛋 白 。Allen 证 明 血 小 板 中 存在 肌 动 蛋白 ,Stossel 等 证 明 Eig 
ae eM. Korn 等 (1973) iiE BA RAE IE  (acantha- 
jzmaeba) 中 存在 肌 动 蛋白 和 肌 球 蛋白 。 

在 绿色 植物 中 Paleyitz 和 Hepler (1974) 首先 用 HMM 装 饰 的 “ 
方法 在 电镜 中 观察 到 Nitella 细胞 中 存在 肌 动 蛋白 ( 旦 箭头 状 装 


es 177Z。 


饰 为 并 且 与 其 细胞 质 流动 存在 密切 关系 .最近 Spudich 等 (1983) 
FR DEG Sib EAR UE BA, SE LAAN Se ARR 
SKA WL ZENitella dM aH LS Be. 上 “行走 "， 直观 
而 充分 地 证 明了 绿色 植 曙 中 细胞 质 流 动 的 动力 就 是 由 于 肌 蒜 蛋 - 
自 与 肌 动 蛋白 的 相互 作用 ， 与 肌肉 中 的 肌 动 蛋 自 与 肘 球 腹 特 的 
相互 滑动 非常 相似 。 人 

在 高 等 植物 中 也 存在 肌 动 蛋白 和 肌 球 蛋白 。1963 年 我 们 从 
烟草 维 管 训 中 分 离 出 肌 动 球 蛋白 ， :具有 ATP ETE. 以 后 ， 
Jackson 等 (1975) 从 网 球 花 ( 吾 aemanthus) 胚 乳 细胞 中 分 离 得 到 
MAA, 并 认为 它 与 染色 体 的 运动 有 关 。 Condeslis (1974) 
证 明 孤 插花 (Amary11is) 的 花粉 管 中 存 在 F- MABE, 最 近 
(1985) 我 们 进一步 证 NEE ERM HEATER 
Plats Bop CFEMREA, ‘Hat 3b XB (cytochalasin B), 
可 以 抑制 其 原生 质 流动 及 花粉 管 伟 长 。 Vahey 等 (1983) SB il 
Py SA Be 0 Wa 7) Bs 4S 2 LE ARS WE SPACE 
ERR. ADO ARES CAP ROREEMES, 
EAR, LLORAS 
2 RRR EHE eR 7 

Ledbetter Porter (1963) 在 植物 ( 侧 柏 ) 细胞 中 发 现 征管 
(mierotubule), la] 4¢Slautterback ZEB) Ok M8) SAF 
TRE, RERPSHERK, ROAR, Hoan, 2 
fel5nm, Ree bnm, 长 数 十 毫 微米 ， 其 机 切面 由 13 个 亚 基 
排列 组 成 (图 9.7)。 

Tilney 等 (1973) 证 明 , 从 原生 动物 到 鸟 类 ? “geese 
由 13 个 亚 基 组 成 ， 用 负 染 法 可 太 证 明生 管 的 塌 是 直 直 改 排 列 的 
jE (protofilament) gk, | 原 丝 的 直径 为 4 一 5nam。 ne ® Ry 外 
EI a HB EB ERASE, 


6178 ¢ 


b , c 
图 9'7 微 管 的 示意 图 
(Apne byc: 示 原 丝 组 成 微 管 ) 


-二 首先 其 纤毛 及 对 毛 的 外 围 微 管 中 提 取 构 成 微 管 的 蛋白 质 ， 


| ERAD MBAR, HM ABONES, 分 子 量 为 110,000. 如 


果 将 这 种 蛋白 质 在 变性 剂 扳 溶液 中 使 之 变性 MASA a 
量 均 减少 一 半 ; : 表明 这 个 分 子 是 以 二 聚 体 方 式 存在 的 ， 即 每 合 
分 乎 由 两 个 亚 攻 组 成 ”每 个 亚 基 的 分 予 量 为 55，000。 这 个 结构 
相当 于 用 负 染 法 观察 到 微 管 壁 上 具有 :4 一 5nm wes MRA 
RAM, VERNA MS Me AWE ARE TA 
WEAR, :定名 为 微 管 蛋白 (tubulin )。 | 
星期 用 -SDS SABER Kk OTS 四 膜 虫 (Tetrapy 
IE10) 纤 毛 的 外 围 蛋 白 ， 结 果 得 到 二 条 区 带 。 起 初 认为 它们 分 


| 别 是 外 围 蛋 和 白 的 微 管 太 和 微 管 B， 以 后 发 现 这 种 解释 不 正确 。 


因为 从 四 膜 息 的 细胞 质 中 得 到 的 微 管 蛋 白 也 分 为 二 条 区 带 ， 表 
。179 。 


明 微 管 都 是 由 两 种 不 同 的 亚 基 组 成 的 。 泳 动 慢 的 区 带 称 为 o- 微 
EA (a-tubulin) ,分 子 量 为 56:000; 泳 动 快 的 区 带 称 为 f- 微 : 
管 蛋 白 (B-tubulin ) ,分 子 量 为 53y000， 二 者 的 比例 为 ] 131。 用 胰 
蛋白 酶 水 解 所 得 到 的 肽 谱 及 氨基 酸 分 析 表 明 ， 这 二 种 亚 基 在 结 ” 
构 上 是 不 同 的 ;由 于 微 管 蛋 自 三 FRU HS LIDAR, 故 可 
称 之 为 ;8 二 聚 体 (x;B dimer); ,和 
oi EA Be SAK PPR (GTP), 让 本 及 氨基 本 等 结合 ， We 
7 Fi AE Sy KK MUR (colchicine) 及 长 春花 碱 CTinblas- 
tine) BA, 微 管 蛋 白 与 秋水 仙 碱 结合 后 即 阻 焉 微 管 蛋 自 限 全 合 
成 微 管 。 正 在 分 型 的 细胞 如 果 用 秋水 仙 碱 处 理 ， 细 胸 的 在 丝 分 
裂 即 停止 在 有 丝 分 裂 的 中 期 (metaphase)， 染 色 体 不 能 向 两 极 : 
移动 ， 于 是 细胞 中 的 染色 体 数目 增加 一 倍 。 因 此 利用 秋水 仙 碱 
处 理 正 在 分 裂 的 植物 细胞 ， 即 可 得 到 多 倍 体 植物 (polyploid 
plants), 
ey ssh Mtn" A RAS Lm ee, 
MAC AH Bie SE ABA Ha Fe KIB, 
| 对 海胆 及 鸡 胚 脑 的 gc、8 微 管 蛋 自 的 氨基 酸 顺 序 的 研究 表明 ， 在 
N- 末 端的 前 25 个 氨基 酸 残 基 顺 序 都 没有 区 别 5 用 缮 站 :抗体 技术 
研究 种 属 差别 极 大 的 生物 ， 从 哺乳 动物 到 海胆 , 单 细 胞 绿营 的 
衣 藻 (Chiantydomonas) 以 及 烙 蓝 、 六 所 可 风机 
discoideum), CNWRESARHA. ~ om) ! 
7a Al FE EAA WR Ae, 和 人 和 村 村 所 二 
到 形 成 微 管 蛋白 (图 9.8)。 这 种 聚合 和 解 聚 是 经 常 发生 的 5 予 解 
清楚 这 种 聚合 和 a 
很 重要 的 。 ae {Pang 
MRA GE, REBAR ett ma & enh ait 
AR THA FE: pH 微 酸性 (65626:7 六 1 存在 GIRU Met* 
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学 二 秋水 仙 碱 低温 压力 
二 @ See 
全 Ci === SEE 
. D,O 


—_ “二 图 9.8 AEH A AMP 

fll As HB YER PRE (37 °C). HALLE WE OC , AS BN ALR ARE, | BR TE 
的 Cadt 能 强烈 地 抑制 微 管 蛋白 的 聚合 (10mM 可 降低 聚合 反应 
Hy50% YD) 7 

73。 微 管 的 功能 ‘ | 
SOREN EMEA PHASER MEH, EBA ER 
mE CAME, NONI (2) eal 
细胞 产物 的 分 泌 ,， 建造 细胞 壁 ; (3) 细 胞 分 裂 时 控制 染色 体 的 
Hy) (4) 梅 成 纤毛 及 凌 毛 ，: 帮 为 细胞 的 运动 器 官 ， 

崎 (13 维 持 细胞 的 形状 微 管 是 细胞 的 骨架 ;动物 细胞 及 某 些 
优等 细胞 在 缺 步 脖 重 的 细胞 壁 时 仍然 可 以 各 持 非 圆 球 的 形状 ， 
电子 显微镜 的 观察 研究 表明 ， 在 这 些 不 对 称 的 细胞 中 存在 天 量 
微 管 加 细胞 的 不 对 称 性 与 其 中 存在 微 管 是 相关 的 六 这 可 以 用 血 
滚 虽 的 红 狂 胞 证 明 。. 红 细胞 至 双 问 圆 盘 状 记 中 央 部 分 较 薄 ， 为 
综 部 东 较 悍 呆 如 蝎 用 秋 求 仙 碱 或 低温 处 理 这 些 细胞 ， 使 其 中 的 
CERES RAE, WC RMR. Peas 


* 181° 


藻 (Ocpromo1as) 没 有 细胞 壁 ， 但 仍然 具有 特殊 的 梨 形 , 这 种 形 
状 是 靠 微 管 维持 的 。 如 果 用 秋水 介 碱 处 理 ， 使 微 管 不 能 聚合 ， 
结果 即使 细胞 失去 不 对 称 的 形状 ， 变 成 圆 球形 。 如 果 去 掉 秋 水 
仙 磊 ， 它 又 可 以 恢复 正常 的 形状 。 由 此 可 见 ， 微 管 在 细胞 中 担 
fi FAW TE AA. 

(2) 控 制 有 些 分 裂 时 肉色 体 的 运动 . 过去， 细胞 学 家 对 有 丝 
分 裂 (mitosis) 的 过 程 做 过 大 量 的 描述 ,但 是 染色体 如 何 运动 到 
两 极 的 机 理 则 一 直 不 清楚 。 上 自从 发 现 秋水 仙 素 能 破坏 微 管 并 停 
止 染 色 体 的 运动 之 后 ,， 即 认为 微 管 与 有 丝 分 裂 有 直接 的 关系 。 

在 细胞 质 中 纺锤 体 的 形成 是 与 核 中 前 期 染色 体 同 时 出 现 
的 。 在 中 心 粒 (centricle) 上 出 现 微 管 ， 中 心 粒 向 细胞 核 的 两 极 
移动 ， 可 能 是 由 于 微 管 的 生长 。 当 前 期 结束 时 ， 核 膜 破裂 使 核 
质 与 细胞 质 混 合 ， 微 管 就 穿 过 完全 成 形 的 染色 体 。 这 时 微 管 在 
染色 体 的 动 粒 上 聚合 成 动 粒 微 管 (kinetochore microtubule), | 
有 些微 管 从 一 极 直 通 到 另 一 极 ， 称 为 极 间 微 管 (interpolar 


microtubule)。 还 有 一 些微 管 连 到 两 极 上 称 为 极 微 管 4polar 


microtubule), 这 时 纺锤 体 即 完全 形成 ;染色 体 排 列 在 赤道 板 
上 ， 成 为 以 后 中 期 运动 时 的 起 始 线 ， 每 个 染色 单 体 的 动 粒 即 朝 
li FAR 4 
关于 有 丝 分 裂 的 机 理 目 前 主要 有 两 种 模型 ， 第 一 ， 认 为 染 
色 体 运动 是 由 于 组 成 纺锤 体 丝 的 微 管 的 解 聚 产生 的 ; 第 二 种 认 
为 是 由 于 肌 动 蛋白 - 肌 球 蛋白 的 相互 作用 使 染色 体 运 动 ; 后 者 
FE PTE. | 
上 且 前 的 研究 集中 于 分 裂 后 期 。 这 期 包含 两 个 阶段 ; 也 染色 
oti sea QAi EK HG EA RATT, Teint BE Ye 48 HE 
开 。 前 者 使 连接 染色 体 与 两 极 的 微 管 ( 动 粒 微 管 ) 缩 短 ; 而 后 者 


”需要 极 闻 微 管 的 偶 长 。 
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Fis fe EP 1 OS SAE FH Hig Hb Be eH Hd A oH 
Moth AeA IRMA, Jt HA MPT HN MA (birefringence), F¢ LE 
FRitter(1975) 认为 微 管 的 解 聚 是 推动 染色 体 运 动 的 力量 ， 逐 
步 去 掉 微 管 上 的 亚 基 ( 微 管 蛋 白 )， 可 以 使 微 管 缩 忆 ， BL GES 
BE OEE a A TT EE TR I RW Tyg FE FAK OK A 
Ab Rania’, A RE, UE ERE 将 细胞 放 回 到 正常 条 


nn 


ai 
= §a < 4 
ye, 


、 Ai 


we Ep al f 
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44) 7\\8 


= ee eae rl rh OO 
四 下 
a = r _— a a ne 


图 9.9” 染色体 的 运动 
(ay 前 期 (b) 中 期 、(c) 后 期 
(DKW (OARWEMR 
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EE, Sek Bak. AI Slave, LE 
不 论 天 然 的 或 人 工 诱 导 的 情况 ， 当 色 体 的 运动 都 直接 与 组 成 纺 | 
锤 丝 的 微 管 的 解 聚 成 正 相关 5 Pa ER SE 
BYE 6, 2 SIHIBI TI (9+ 9) Le 
(46 5HEN2S. 5 BA tf cilia) 
(flagella) 是 细胞 表面 上 突起 的 特 化 的 结构 As os BE Ml Js 
动 ， 如 衣 菠 的 鞭毛 、 精 子 的 鞭毛 和 草 履 虫 的 年 毛 等 ;这 两 类 细 
胞 器 (鞭毛 和 纤毛 ) 的 形态 虽然 不 同 ， 但 是 绪 移 二 基 本 相同 ， “EC 
们 很 容易 从 细胞 上 脱落 下 来 ， 有 时 强烈 振 苏 细 胞 的 悬浮 BC 
ATEN RARE, AROMAT MG 


M910. 纤毛 结构 示意 图 4《 横 断面 ) 
ma A,B. pe ae 0a, ia, JERA BP 
S.A ;Sh, 辐 条 头 部 ) coopo ms 


是 相当 容易 的 。 
| 去 纤 筷 或 鞭毛 都 是 由 一 束 纤维 丝 被 一 层 膜 包围 , 这 层 膜 与 细 
胞 的 质 腊 相 连通 只 其 中 的 纤维 丝 就 是 沿 管 ,: 周围 有 9 对 微 管 包 
| 围 着 中 心 的 2 个 单一 的 微 管 ,这 种 排列 称 为 9+2 结 构 。2 个 中 央 
| 的 微 管 直径 为 ?tnm》 而 9 对 外 层 的 微 管 每 对 大 小 为 37x 25nm， 
外 围 的 微 管 每 个 包围 一 个 亚 纤 丝 A(subfiber A) 及 一 个 亚 纤 丝 B 
(subfiber B)。 从 亚 纤 丝 A 上 伸 出 两 个 臂 (arms)， 所 有 的 臂 都 朝 
着 同 二 方向,? 用 去 污 剂 及 高 浓度 盐 溶 液 处 理 纤毛 可 以 使 这 些 辟 
脱落 平 来 4 人 图 9.107。 
微 管 的 辟 是 由 力 蛋 白 (dynein) 组 成 的 ， 用 SDS 聚 肉 烯 酰 胺 
| 凝 胶 电 泳 研 究 车 毛 的 成 分 ， 可 以 得 到 20 一 30 个 多 肽 区 带 ， 其 中 
| 有 两 个 为 o- 微 管 蛋白 及 入- 微 管 蛋白， 另 一 个 为 分 子 量 很 高 的 力 
蛋白 《700,000)。 力 蛋白 是 一 种 酶 ， 具 有 AITP 酶 的 活性 * 力 蛋 
白 有 两 种 同 功 酶 ， 即 力 蛋白 1 和 力 蛋 白 2。 
实验 证 明 力 蛋 自 通 过 它 的 ATP 酶 活性 在 鞭毛 和 纤毛 的 运动 


图 9*11- 微 管 滑动 的 示意 图 
〈 微 管 之 间 的 劈 为 力 蛋白 组 成 
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Ha a BE Fy ZW A ET 9 11) 
iG EME ARS, RA. WWMM, HT 


Et mA AEE AE HRCA, AMPS 
不 能 运动 所 致 ， 这 对 研究 动物 的 雄性 不 育 问题 可 能 很 有 意义 w- 
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PR SUIS AMER 


动物 对 病原 微生物 的 侵 交 有 防御 的 功能 。 它 们 的 主要 防御 
方式 有 二 种 : (1) 首先 是 各 和 应 球 向 受 食 部 位 的 微生物 方向 运 
动 ， 吞 鸣 并 破坏 掉 此 外 来 食 和 发 物 8 (2) 其 次 是 某 些 细胞 CRA 
胞 大 制 造 出 抗体 (antibody) 并 分 这 于 血液 中 ， 抗 体 能 与 侵入 的 
病原 物 进 行 专 一 性 的 结合 而 使 之 失去 侵 染 力 。 食 黎 因 子 的 某 一 
ssecnadbleeadepiligerteicheetteomaeieeatarsaiaibat 称 为 抗原 
(antigen)。 

抗体 是 具有 高 度 专 一 性 的 蛋白 质 ， 主 要 存在 于 血清 中 或 表 
现在 细胞 表面 。 正 常 血 清 中 含有 大 量 蛋白 质 。 在 电泳 时 按照 迁 
移 率 的 大 小 可 以 分 离 为 四 大 类 和 蛋白质 , 即 白 蛋白 (albumin), o- 
SRE A (o-globulin), B-ER AA (A-globulin) 及 Y- 球 BA (y- 
Globulin), By WAWiEN FRA Te EW MIB A Si i He (an- 
tiserum) BY 4% #E li jg (immune serum)。 动 物 注 射 抗原 后 产生 的 
血清 与 正常 血清 比较 ， 其 电泳 图 即 有 明显 变化 ， 铺 清 中 的 Y=- 球 
蛋 由 或 迁移 率 较 慢 的 久 球 蛋白 显著 增加 。 所 增加 的 球 蛋白 就 是 
抗体 ， 骨 前 国际 上 统一 命名 为 免疫 球 蛋 白 ic carp 
«TB. 
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抗原 通常 是 蛋白 质 大 分 子 或 多 糖分 子 表面 的 一 部 分 ， 与 微 
生物 表层 结构 结合 在 一 起 ， 所 以 细菌 、 病 毒 及 细菌 毒素 的 表面 | 
都 不 止 有 一 个 抗原 部 位 ， 因 而 可 以 诱导 出 多 种 不 同 的 专 一 性 的 
抗体 。 在 血液 中 抗体 与 相应 抗原 结合 就 修改 了 食 入 微生物 的 表 
面 结构 ， 不 但 使 白细胞 易于 香 史 微生物 并 将 它们 消化 掉 ， 而 且 
多 数 抗原 与 抗体 相连 接 成 为 沉淀 而 失去 活力 的 复合 物 ， 使 之 失 
去 侵袭 力 及 毒 力 。 抗 原 主要 来 目 异 种 生物 或 同 种 生物 的 异体 。 ， 
抗体 有 识别 "自己 (self) 和 “ 非 已 ” (nonself) 的 能 力 。 近 年 来 
由 于 分 子 生物 学 的 进展 使 我 们 对 免疫 球 蛋 和 白 的 三 维 结构 及 其 与 
抗体 的 结合 部 位 有 了 深入 的 了 解 ， 从 而 对 免疫 球 蛋 自 识 别 “ 自 
GO” Kapa RAT EIU Re eS Gmmunolosy ) 
BOREWMWNRERAARTOLAMRS, BEAM EMR 
其 所 有 内 容 ， 只 简单 介绍 免疫 球 蛋 自 的 结构 性 劲 能 计 章 言 . 虑 


=. Fie : 4) OT Aa a 

抗原 (antigen) —W RAMA ARE Aa 
内 引起 抗体 的 产生 并 与 相应 抗体 起 反应 的 物质 。 但 抗原 诱发 的 
动物 反应 是 复杂 的 ， 不 同 抗原 或 同一 抗原 对 簿 同 种 类 或 企 体 可 
能 引起 不 同 的 反应 ， 可 以 产生 抗体 (液体 免疫 ); 也 可 致 敏 免疫 
细胞 (细胞 免疫 或 免疫 耐 受 )， 它 能 和 抗体 或 致 敏 淋 巴 细胞 在 体 
内 或 体外 发 生 特异 性 的 结合 。 所 以 抗原 的 概念 有 两 个 重要 方 
il, Bl 2 RE (immunogenicity) 和 抗原 专 羡 HE (antigen) 
specificity)。 免 疫 原 性 是 指引 起 免疫 反应 的 能 为 5 而 抗原 去 二 性 
是 与 抗体 结合 位 点 的 性 质 的 反映 国 为 这 种 专 一 性 是 册 搞 烦 的 
化 学 结构 即 整个 分 子 的 空间 构象 以 及 局 部 的 基 团 人 抗原 决定 业 9 
决定 的 ， 本 章 只 重点 介绍 抗原 的 专 一 性 。 le 
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1. 人 工 抗原 专 一 性 的 分 子 基础 

天 然 抗 原 大 多 数 是 蛋白 质 ， 其 结构 复杂 ， Hemet 

基础 不 易 分 析 。 自 从 人 工 将 一 个 已 知 结构 的 简单 分 子 连接 在 蛋 

白质 土 得 到 抗原 专 一 性 的 知识 以 后 ，Landsteiner(1919) 将 一 个 

简单 分 子 连接 到 芳香 族 胶 类 (如 蔡 胺 ) 分 子 上 ,然后 重 氮 化 ,再 通 

过 酷 氨 酸 残 基 与 蛋白 质 结合 形 成 偶 氨 蛋白 质 〈azoprotein)。 这 

三 简单 分 子 的 化 学 基 团 决 定 了 抗原 专 一 性 ,， 称 为 半 抗 原 (hap- 
ten), 也 就 是 抗原 决定 基 (antigenic determinant)。 它 有 高 度 

的 免疫 学 专 一 性 ， 而 与 之 结合 的 蛋白 质 的 作用 是 作为 载体 GE 

10%1， 表 10'2)。 由 表 10"2 可 见 ,; 半 抗 原 决定 焦 在 空间 构象 上 和 

抗体 结 侣 部 位 之 问 以 空间 互补 的 密 合 程度 决定 其 及 应 程度 。 各 

种 低 分 子 量 的 对 葵 砷 酸 衍生 物 能 竞争 性 地 抑制 具有 对 偶 氨 苯 砷 

酸 衍生 物 决定 复 的 结合 蛋白 及 其 抗体 反应 。 可 见 免疫 专 二 性 主 

要 依赖 手表 面 决定 化 形 状 和 稳定 性 。 这 可 以 证 明 抗 体 分 子 上 只 和 

抗原 表面 的 一 定 化 学 基 团 起 反应 而 不 是 和 整个 大 分 子 表面 起 反 

FE 应 。- 例 如 ,增加 半 抗 原 的 极 性 基 团 就 可 以 增强 其 免疫 原 性 。 
至 于 载体 蛋白 对 抗体 反应 也 是 有 影响 的 ， 如 用 一 个 结合 蛋 
| 自 半 抗原 A 的 体液 抗体 能 和 同一 半 抗 原 入 加 另 一 载体 B 的 结 
| 全 蛋白 起 反应 ， 称 为 交叉 反应 (cross reaction), (A 是 ， 如 果 
| 用 半 抗 原 A 加 另 一 载体 B 第 二 次 免疫 此 动物 时 ， 并 不 能 刺激 次 
| 级 免 首 反 应 ,此 时 , 半 抗 诛 和 的 抗体 反应 仍然 出 现 初级 免疫 反 
应 的 特点 ， 也 就 是 说 ， 虽 然 半 抗原 A 没 有 改变 ， 只 是 载体 B 不 
同 于 初级 反应 中 所 用 的 载体 A， 结 果 抗 体 的 产生 也 受到 影响 ， 
这 一 现象 称 为 “载体 效应 ?(carrier effect) 。 这 个 实验 表明 ， 免 
疫 活 性 细胞 对 载体 决定 弃 的 识别 是 诱导 体液 抗体 的 产生 以 及 对 
LEAR EEE RM DEAE. LAS LOB, Bk 
效 让 是 抗体 形成 中 两 类 淋巴 细胞 一 一 T 细胞 和 了 细胞 协同 作用 
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的 结果 ， 我 们 可 以 假定 工 细 胞 的 抗原 受 体 带 有 载体 专 一 性 ， 而 
B 细 胞 的 抗原 受 体 带 有 半 抗 原 专 一 性 ”因而 抗体 反应 总 的 呈现 
在 载体 效应 。 ARR 
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2. 蛋 白质 免疫 原 性 的 分 子 基础 
“- 蛋白质 分 子 的 构象 对 甚 生 驳 学 功能 是 非常 重要 的 作 为 搞 
原来 说 ， 特 定 的 局 部 构象 就 是 抗原 决定 侯 。 所 以 蛋白 质变 性 或 
MARIE MEE, WER ERA MRI, PUR ES 
发 生 改 变 或 破坏 。 蛋 白质 是 结构 复杂 的 天 分 子 ; 它 的 免疫 原 性 和 
抗原 专 二 性 是 暴露 在 大 分 子 表面 的 各 种 决定 交 的 空间 排列 图 
式 。 所 以 ， 蛋 白质 抗原 的 专 一 性 可 能 依赖 手 分 子 的 各 级 结构 。 
当 注 射 纯 化 的 蛋白 质 抗原 (化 学 上 均一 的 )， 却 产生 质 和 量 都 不 
同 的 抗体 (不 均一 的 )。 能 诱导 出 高 浓度 的 专 一 抗体 的 决定 笛 ? 称 
为 免疫 优势 (immunodominant), BE YE He AE RR 
了 分 子 构象 引起 免疫 反应 的 能 力 外 ， 更 重要 的 是 取决 于 二 系列 
AX. BEEN, SAMARITANS REM 
RO AaB MLW ee Bo HUA FAD, REA FE 
量 要 类 于 10;7000， 例 如 ， 可 溶性 蛋白 如 卵 清 蛋白 “〈 分 子 量 超过 
40,000), 都 是 很 守 的 免疫 原 。 低 分 子 多 肽 或 蛋白 HB Re 
引起 免疫 反应 ， 租 应 在 一 定 条 件 下 ， 例 如 加 佐 剂 (adjavanb 才 
是 很 好 的 移 疫 原 。 抗 原 分 子 的 大 小 、 形 状 只 有 在 它 反 映 出 分 子 
结构 的 复杂 性 和 有 效 决定 焦 的 数目 和 排列 时 才能 决定 其 免疫 头 


性 ， 如 种 属 差异 卖 现在 氨基 酸 顺 序 ， 所 以 蛋白 质 分 子 表面 局 部 
构象 有 显著 差异 ， 才 是 良好 的 免疫 原 。 


3, RRR REHwAS 
《1) 和 个 剂 。 一 种 物质 和 抗原 一 起 注射 时 可 增强 抗原 的 免疫 


百 性 或 改变 免疫 反应 的 类 型 ， 这 种 归 质 便 称 为 优 剂 。 台 水 分 子 


FY HVE DUR, ATR MEE OL Fe 提高 产生 抗 条 的 能 力 。 但 是 
免疫 学 实验 更 常 应 用 的 是 多 种 成 分 配合 的 复合 佐 剂 。 具有 佐 剂 


(AHORA, KERMA RR. eR 


活力 的 条 件 是 化 合 物 必 须 是 碱 性 并 含有 长 的 烃 链 二 现在 介绍 最 
ea 79] ® 


常用 的 Freund 优 剂 。 oe TE oe 

Freund(1951) #ii R56 BES, aH (EBS 
al Arlacel A.) (2 FET JB 8 — Bit 47K (W/O) FL. HERS 
次 后 就 可 产生 效 价 (titer) 高 而 持 夭 的 抗体 ,， 称 为 Ereund 不 完全 
佐 剂 (石蜡 油 + 屯 化 剂 )。 如 再 加 入 死 的 分 枝 杆菌 . (Mycobacr 
trium) 或 卡介苗 (BC. G) 还 可 以 再 增高 抗体 效 价 ， 并 引起 迟 发 
型 超 敏 感 反 应 Chypersensitivity), SX AMER IA, Freund 3 完全 
佐 剂 ( 石 婧 油 二 乳化 剂 圭 分 枝 杆 菌 )。 近年 来 发 展 出 一 种 比较 安 
全 的 佐 剂 65 (ABARTH + 3A RE RRMB H+ Arlacel A. )。 当 优 剂 65 
加 入 双 链 多 聚 核 背 酸 (pely_I:C 或 poly A;U) 时 ， eH He AE 
要 加 强 。 

Freund 佐 剂 的 作用 还 依赖 注射 的 途径 ,对 一 般 实 验 动物 以 
足 掌 或 皮 内 注射 效果 最 好 ， 这 可 能 是 由 手 这 一 部 位 小 淋巴 管 分 
布 较 多 ， 易 于 进入 淋巴 结 。 目 前 佐 剂 的 研究 和 应 用 受到 极 大 重 
视 ， FIBA HH (vaccine) 制备 上 可 以 增加 免疫 原 性 ， 而 且 在 
治疗 上 也 作为 免疫 增强 剂 。 它 是 二 种 多 克隆 刺激 剂 ,， 刺激 工 细 
胞 和 了 细胞 的 增殖 和 成 熟 ， 也 刺激 巨 隘 细胞 增强 其 乔 只 活力 ， 
或 改变 在 淋巴 器 官 内 的 阻 留 部 位 ,， 从 而 获得 或 提高 免疫 原 性 。 

(2) 动物 反应 性 。 免疫 反应 是 动物 体 对 抗原 的 反应 ,， 所 以 
要 受到 动物 遗传 性 、 计时 期 和 生理 状态 等 多 方面 的 影响 ， 司 
一 种 抗原 在 不 同 物种 、 不 同 品系 、 不 同 个 体 上 都 有 不 同 免疫 反 
应 的 能 力 。 这 些 差异 是 遗传 的 ， 受 一 个 显 性 基因 控制。 有 肯 前 认 
ear piei aegis) 分别 
决定 T 细 胞 和 了 细胞 表面 受 体 的 构造 。 此 外 ; ,同一 nee 
种 抗原 后 引起 抗体 的 产生 通常 是 不 同 的 。 一 种 抗原 也 可 

Fi — RGA LIL, 称 为 摔 原 竞争 现象 (antigen competition)。 

A MAE LS SR ke eae 
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AR Ie ER Se TA, Feb a) Ls He Be 
屋 二 此 须 经 过 多 次 注射 y 才能 产生 抗体 。1 同 时 不 同 种 类 的 免疫 
原 在 注射 剂量 上 有 很 大 差别 ， 当 超过 最 低 剂量 的 冰 值 后 ， 随 硕 
剂量 的 增高 达到 沽 适 抗体 反应 区 二 然后 又 平 降 不 起 抗体 反应 ， 

也 就 是 达到 免疫 耐 受 性 或 免疫 麻 兽 immune paralysis), 


OP 


a a 


三 、 抗 体 


抗体 是 能 与 相 应 的 抗原 专 一 性 结合 的 蛋白 质 分 子 ， 和 视 体 
其 他 生 暂 天 分 手 一 样 是 细胞 的 产物 ， 分 泌 到 体液 中 或 表现 在 细 
胞 表面 上 。 抗 栖 主要 存在 于 血清 之 中 ， 动 物 被 注射 抗原 以 后 ， 
血清 中 的 球 蛋 自发 生 明 显 变 伦 。 从 图 10"1 可 以 清楚 地 看 到 注射 
抗原 后 ， 血 清 中 Y- 球 蛋白 的 增加 。 

1. 免 疫 球 蛋白 的 结构 : 

正常 动物 血清 中 含有 多 种 货 疫 球 蛋白 ， 其 基本 结构 和 化 学 
性 质 是 相似 的 。 抗 体 的 一 个 重要 特点 是 具有 高 度 专 一 性 ， 因 此 
想 要 大 量 分 离 出 某 一 抗体 进行 化 学 结构 的 研究 是 很 困难 的 。 目 
前 关于 免疫 球 蛋 白 的 结构 知识 都 是 来 自 多 发 性 骨髓 瘤 (myelo- 
ma) 患 者 产生 的 抗体 , 它 所 分 泌 的 同 质 性 的 Ig 占 血清 I 节 的 952%， 
所 以 它 易于 提纯 ， 以 进行 结构 研究 。 

研究 免疫 款 蛋 自 的 结构 首先 要 进行 纯化 。 将 免疫 球 蛋 白 与 
其 它 球 蛋 白 及 自 蛋 白 分 离 性 的 方法 有 很 多 种 ,其 中 最 常用 的 方 
Uh SATE MAS , 此 法 包括 三 个 步骤 :@ 〇 在 血清 
中 加 硫酸 铵 ,使 球 蛋白 沉淀 ;而 将 白 蛋白 留 在 溶液 中 ，@@ 将 沉淀 
临 离心 ， 再 重新 溶解 ， 透 析 以 云 掉 小 分 子 化 合 物 ;， 四 将 重新 溶 
解 的 球 蛋 自 通 过 DEAE 纤 维 素 柱 ， 调 节 pH 及 离子 强度 ， 使 其 
它 球 蛋白 都 与 绊 维 素 结合 ;而 让 免疫 球 蛋白 流出 收集 起 来 即 得 
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到 相当 纯 的 Ig。 
和 


成 三 个 片段 (分 子 量 均 为 45,000)。 其 中 两 个 片 豚 共有 与 抗原 结 
合 的 能 力 ， 故 称 为 Fab 片 段 Cantigen binding fragment), :这些 
片段 能 与 抗原 结合 ;但 不 能 使 之 沉淀 ,二 它们 是 单价 的 :它们 只 


蛋白 质 浓 处 1 


TE | re pels 

<a 《b) a 1 ee See | yt 
图 10.1 血清 的 电泳 图 (自由 界面 电泳 ) fe elt . 
《al) 正 常 血 清 ”““(b) 注 射 抗原 后 的 抗 血清 = 三 ete 
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有 一个 结合 部 位 ， 而 完全 的 区 分 子 既 能 与 抗原 结合 又 能 使 之 沉 
Ey 故 它们 具有 两 个 结合 部 位 i BST BAT DE Bi a 
出 来 ，Porter 称 之 为 Fc(crystalline fragment), 它 们 在 抗体 中 

变化 不 大 (图 10.2)。 


Edelman(1959) 用 药 基 乙醇 处 理 I 凶 ， 打 断 leaf Pay hit 


cos ES 
> 、 过 2 a © 
REGBIAR' cake P 
_¢ i a 
: nC 
‘ 天 8 s=S 
1 
gest ES- SERHRIL 于 pss 5- 
上 
I 
i 
i 
{ 
Bab 了 Fob Fab 
2 3S pie egg Mg 地 
Sa 7 aw 
ae : 


' 图 105"2 ”免疫 球 蛋白 IgG 经 酶 及 化 学 降解 后 所 得 的 
Ke Be Fabk Fe 
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键 ， 得 到 4 ake, HRA DF BRAS3,000, MABE 
(heavy chain), ASA FBR A22;000, HAR ee Cight 


chain), 


ae 于 
oe) O 〇 
O oO 
vu V 


AXA 
ARE 0 RM 


L 
Fab 
图 10*3 ”免疫 球 蛋白 的 基本 结构 ( 据 Porter) 
Porter 于 1962 年 提出 一 个 IE5G 分 子 的 基本 结构 模型 图 10.3， 
现 已 证 明基 本 上 是 正确 的 。 按 照 这 个 模型 ,IgG 分 子 由 4 RAKE 
组 成 ， 两 条 相同 的 互 链 及 两 条 相 同 的 L 链 ， 由 三 硫 键 连 在 一 
tz, XN) FAA HUSA BB fiz (antigen binding site), 由 
Fab 片 段 携 带 ， 均 由 也 链 及 工 链 组 成 ， 见 图 10.4。 
免疫 球 蛋 白 的 多 肽 链 分 成 可 变 区 (variable region) RE 
区 (constant regicn) 两 部 分 .Graig 等 测定 了 骨髓 瘤 (mayeloma) 
IgG 的 两 条 轻 链 的 顺序 ， 证 明 从 局 未 端 到 第 107 个 残 基 的 顺序 两 
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AAA, TAN AWTS 10GRIAM ERM, At, 
LATO ROMS, MRAM K. Edelman 证 明 重 链 也 
是 如 此 。 其 可 变 区 (Va) MNA 端 到 相同 长 度 ， 约 116 个 残 基 ， 

ER (Co) 约 3 倍 于 此 长 度 ， 即 330 个 残 基 。 免 BREAN 
皮 基 酸 顺 序 异 常 复杂 ; 特别 是 可 变 区 的 顺序 变化 更 大 。 不 过 现 
在 已 对 一 些 TgG 分 子 的 二 级 结构 进行 了 测定 ， 图 10 .5 是 一 种 人 
有 的 IG 轻 链 的 气 基 酸 顺序 可 以 看 出 可 变 区 与 便 定 区 之 间 的 差 


COOH ”CGOH 


图 10.4 ”免疫 球 蛋 白 IgG 分 子 示 意图 
Hine L.ge C.K Vie 
CHO. 碳 水 化 合 物 hinge. RHR. 
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图 10.5 ”大 的 k 轻 链 的 恒定 区 及 可 变 区 的 一 级 结构 


Edelman(1969) 发 现 IgG 分 子 可 以 分 成 许多 结构 域 ， 每 个 
结构 域 由 110 一 120 个 氨基 酸 组 成 (分 子 量 为 10,000 一 12)000)。 
每 条 轻 链 含有 两 个 结构 域 ,， —PEV ER (VL), 另 一 个 在 'G 区 
(CL), NMRABES Ate, [个 VE 34CH(CH, Cua» 
Cus), EDD FEA 124 yeh 10- “6)。 

每 对 I- 也 链 的 Vi 区 及 Va 区 构成 免疫 球 蛋 白 分子 中 的 抗原 
结合 部 位 antigenbinding site)， 每 个 IgG 分 子 至 少 有 两 不 禄 
同 的 抗原 结 合 部 位 ， 使 抗体 能 Bec hop i ay 


结 。 
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图 10"6 IgG 的 结构 域 
(Ya，Cal，CHz，CHs 代 表征 链 结构 域 ， 
VL》 Cr 代表 轻 链 结构 域 ) 

抗原 结合 部 位 能 表现 出 专 一 性 ， 活 性 部 位 是 Vi 与 Ya 区 之 
| 闻 的 一 个 裂 除 ， 抗 原 结合 部 位 在 抗体 与 抗体 之 间 有 很 大 差异 ， 
”这 是 由 于 Vi 及 Va 区 氢 基 酸 顺 序 的 差别 及 Vi 与 Va 区 的 关系 的 区 
别 ， 抗 体 的 专 一 性 是 抗原 决定 复 与 抗体 活性 部 位 的 氨基 酸 的 分 
子 互补 所 决定 的 。 

抗原 结合 部 位 的 壁 是 由 V: 及 Va 的 高 变 区 (hypefvariable 
region) 构成 的 ， 高 变 区 的 氨基 酸 顺 序 特别 容易 变 异 ， 以 适应 
与 抗原 结合 并 产生 志 一 性 。 工 链 有 3 个 高 变 区 ， 互 链 有 4 个 高 变 
区 (图 10.7)。 

抗体 的 抗原 结合 部 位 与 酶 的 底 物 结合 部 位 不 同 ， 它 由 两 条 
链 而 不 是 一 条 链 折 迭 成 结合 部 位 ， 因 此 结合 部 位 可 以 有 很 多 组 
合 。 在 抗体 合成 时 靠 工 链 和 于 CHS PAA RA 以 产生 抗原 结 
合 部 位 很 大 的 多 变性 。 

Bay isG 分 子 已 得 到 结晶 并 进行 了 X=- 射 线 衍 射 分 析 ， 
Silverton 等 (1980) 获 得 了 IgG 的 三 维 构 象 的 精细 结构 ， :完全 证 
实 予 免 丽人 化 学 家 们 的 预测 (图 10.8)。IgG 分 子 包含 两 条 重 链 和 
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图 10。 “7 TeG 分 子 的 高 恋 区 示意 图。 sae aK BS 
Obit ye: BK OH % HR, Lhvi; Lhv3 ein 
Hhvi, Hhv2, fave aaa ita of 


aati tk PER IS 
两 条 轻 链 ， 由 12 个 结构 域 组 成 吕 每 企 结 梅 越 的 天 未 贡 革 总 x 
2.5nm， 每 个 结构 域 含有 两 层 RTH, 天 - 层 为 ?条 ， B- Prey 
另 一 层 为 4 条 ，. 都 是 反 平 行 的 ， FAL ee ERRNO SE | 
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| variable loops) He ieee Dk, Lise JEM Betty mT AS Bx AN apa POLI 
| 结 在 一 起 形成 抗原 结合 部 位 ， 与 预测 的 情形 完全 一 样 。 图 10:8 
为 JG 分 子 的 三 维 结构 及 可 变 区 和 人 恒定 区 结构 域 的 结构 。 
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”图 10.8 TeGAg = set y 
a.TI8G 人 分子， 每 个 圆 代表 一 个 氨基 酸 残 基 
b.。 可 变 区 及 恒定 区 的 结构 域 
2. 免 疫 球 蛋白 的 种 类 
RRB AAI, BlisG, IgA, IgD, IgE 和 IgM。 这 五 
类 免疫 球 蛋白 在 重 链 的 恒定 区 有 结构 上 的 差 异 。 比 较 Ci 区 的 
AIR WR SAREE KE, Shia, x, 6, ef, 
SHR BEA Hi) Gisa, IgG, ID，IgE 及 IgM 相对 应 ， 有 些 类 
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还 可 分 为 一 些 亚 类 ， 如 Y 类 可 再 分 为 Y1、Y:、Ys 及 Y* 亚 类 , 详 见 
表 10.3。 


表 10.3 人 免疫 球 蛋白 的 五 类 亚 基 结 构 

类 别 重 链 亚 类 轻 链 分 子 式 

186 Y 人 
a : a: Soha (azhada 
IgM P 一 KA Ch 
= Kh (Bah) 

i : Ss Kath cezhs) 


根据 Crz 区 的 氮 基 酸 顺 序 的 比较 ， 轻 链 也 可 以 分 为 两 类 , 这 
两 类 称 为 xz 及 4， 每 类 的 Ig 既 可 含有 K 轻 链 , 也 可 含有 4 BEAK 
Ig 的 分 子 式 见 表 10.3。 

IgG 是 免疫 球 蛋 白 中 最 重要 的 成 分 ， 通 常 它 占 抗 体 总 量 的 
80 一 85% 。 它 的 结构 为 Yzxk*， 或 Yz4z， 分 子 量 为 150,000 道 尔 
顿 。 重 链 含 有 420-440 个 氨基 酸 残 基 ， 轻 链 含 210-230 个 残 基 。 
碳水 化 合 物 的 含量 占 2.9% 。 

IsSA 占 抗体 总 量 的 10% 左 右 。 它 的 结构 是 (o.K,.), MR Ca, 
1:):， 定 一 种 IgG WOR, SI ERE. 分 子 量 为 
180,000 一 500,000， 碳 水 化 合 物 前 含量 占 7.5%。 要 ILM 母乳 
中 可 以 摄取 IgEA( 图 10.9)。 

IgM 占 抗 体 总 量 的 5 一 10%。 它 是 一 个 环 状 的 五 率 体 ， 其 
结构 式 为 (u:4:)5 或 (sxkz)5， 分 子 量 为 950;0005 IEM 中 :含有 
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图 10*9 IgA 的 示意 图 
11.8% 的 碳水 化 合 物 。 动 物 免 疫 后 首先 出 现 IEM， 在 ISM 分 子 
中 也 含有 J (10-10). 

IgD 在 抗体 总 量 中 只 占 1%， 它 的 结构 为 :4 或 sk*， 目 前 
我 们 对 它 的 功能 了 解 很 少 。 

IgE 在 抗体 中 含量 最 低 ， 只 占 0.01% 。 它 的 结构 为 ez; 或 
€.K., 分 子 量 约 为 196,000。IgE 中 含有 10.7% 的 碳水 化 合 牺 。 
JIg 互 的 功能 与 某 些 过 敏 反应 有 关 。 

虽然 所 有 和 免疫 球 蛋 白 分 子 可 能 以 相似 的 方式 结合 抗原 ， 但 
不 同 的 免疫 球 蛋白 具有 不 同 的 生理 功能 。 这 五 类 的 功能 差异 反 
映 出 它们 的 重 链 恒定 区 的 结构 上 的 差异 。 

3。 单 克隆 抗体 

抗体 由 B 淋 巴 细胞 合成 ，B 细 胞 存在 于 妥 淋巴 结 和 让 液 中 。 


° 203 


ia We 10 IgM 的 承 意图 


每 个 B 细 胞 都 有 合成 某 一 种 抗体 的 基因 ， perenne 胞 只 识 
别 一 种 抗原 ， 而 在 一 定时 期 内 合成 不 同 的 专 一 性 抗体 sk 但 抗原 ， 
分 子 上 有 很 多 决定 簇 ， 抗 原 侵 从 机 体 后 ”抗原 决定 镁 分 蓝 激 活 
各 个 具有 不 同 基因 的 B 细 胞 ， 被 激活 的 B 细 胞 经 过 分 绚 增 殖 " 形 
成 许多 克隆 (clone)， 并 合成 各 种 抗 林 。 二 般 抗 面 铺 即 属 手 多 克 
隆 抗体 (polyclonal antibody), JT DLstJRUe SMM So PeAERS 
DUE RY 4S AR , 这 一 系列 免疫 细胞 增殖 过 程 共 能 在 本 和 体内 完成 , 免 
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| Be ay wy Hk ELAR AB TE HA SP AER. EF ELE A, 
玫 50 年 代 即 发 现 骨 散 瘤 患 者 细胞 产生 大 量 结构 相同 的 免疫 球 蛋 白 
并 且 宿 主 无 法 控制 其 不 断 的 增殖 。 继 肿瘤 细胞 可 以 融合 的 观察 
之 后 又 发 现 骨 艇 瘤 可 以 在 体外 增殖 生长 ， 所 以 取 免 疫 动物 的 脾 
细胞 与 具有 酶 缺陷 的 骨髓 瘤 细胞 融合 ， 将 各 个 融合 细胞 分 开 培 
养 (克隆 化 ) AHR A) RE, RP AI, WED 
水 或 培养 物 上 清 液 ， 其 中 含有 大 量 高 效 价 的 专 一 性 抗体 ， 这 种 
TO 
抗体 (monoclonmal antibody ) 。 单 克隆 抗体 是 化 学 上 均一 的 免疫 
球 蛋白 ， 是 研究 免疫 化 学 的 极 好 材料 。 

单 克隆 抗体 技术 基本 原理 是 免疫 动物 的 脾 细 胞 与 骨髓 瘤 细 
胞 融 痊 杂交 ; 但 融合 细胞 毕 况 是 少数 ， 在 融合 过 程 中 必 有 大 量 
细胞 未 融合 ， 这 时 免疫 细胞 不 能 在 体外 生长 ， 十 儿 天 培养 自然 
死亡 ;而 未 融合 的 骨 骨 细胞 可 以 迅速 增殖 ， 所 以 需要 抑制 骨髓 
“细胞 以 利 融合 细胞 的 生长 。 采取 的 措施 首先 要 选择 有 酶 缺陷 的 
“ 肯 艇 细胞 进行 杂交 。Milstein 等 用 正常 浆 细 胞 和 浆 细 胞 瘤 细 胞 杂 
交 ) 蓝 得 奖 期 分 这 专 二 性 抗体 的 单 克 隆 细 胞 ， 此 后 又 诱导 出 不 
合成 固有 免疫 球 蛋 白 重 链 的 变异 细胞 ， 称 为 Ps-=NSI-Ag4-1， 
简称 为 NS-。 这 一 细胞 株 与 免疫 动物 的 B 细 胞 杂交 ， 获 得 长 期 
甸 泌 大 量 专 一 性 免疫 球 蛋白 的 细胞 株 。 这 是 制备 单 克隆 抗体 的 
BEER. ,其 次 是 细胞 融合 后 的 培养 基 ， 目 前 应 用 的 HAT 培 养 
基 ， EER DRM (A), 氨基 晨 叭 (A) 及 胸腺 喀 啶 (T)， 
其 中 A 可 阻 断 DNA 合 成 的 主要 途径 。 未 融合 的 骨 散 瘤 细 胞 因 缺 
过 次 黄 味 岭 =- 鸟 味 叭 磷酸 核 芽 转换 酶 (HGPRT) 或 缺乏 Wa Hi EME 
激酶 (CTK) 而 不 能 谷 成 DNA， 而 融合 后 的 细胞 继承 了 B 细 胞 中 
HGPRT 和 TK， 利 用 培养 基 中 杞 和 T 而 合成 DNA 进行 繁殖 。 
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四 、 抗 原 抗 体 的 相互 作用 


抗原 抗体 专 一 性 结合 的 特点 是 在 抗原 与 淋巴 细胞 表面 的 受 
体 结合 激发 免疫 反应 ， 即 免疫 细胞 对 抗原 分 也 的 识别 、 活 化 、 
PRC NER DE Se Beh LEM a Aare 
反应 (immune response) , 

实验 室 中 利用 的 抗原 抗体 专 二 性 反应 即 志清 学 反应 (scroloa 
gical reaction )， 对 一 般 生 物化 学 工作 是 很 重要 的 因 此 我 们 扼 
要 予以 讨论 。 免 疫 化 学 家 早 在 30 年 代 即 以 网 烙 学 说 (network the 
ory) 来 解释 沉淀 反应 的 机 理 ,Pauling 等 包 942) 开 创 的 半 抗 Rot 
体 反应 的 专 一 性 结 梅 提 供 了 基础 知识 5 泪 前 认为 抗原 抗体 的 专 
一 性 的 相互 作用 只 局 限于 大 分 子 表面 的 特定 部 位 ， 就 是 抗原 决 ` 
定 答 和 抗体 结合 位 点 之 间 ， 抗原 抗体 结合 并 没有 共 价 键 形成 ， 
而 是 特定 部 位 之 闻 分 子 力 相互 作用 的 结果 。 所 以 决定 徐 和 结合 
位 点 必须 处 于 紧密 接触 状态 才 有 足够 的 结合 力 。 因 此 ， DUR 
体 反应 的 专 一 性 是 由 于 分 子 间 空 间 的 互补 性 ， 它 和 酶 与 底 物 之 
lA HOVE FAA Be SE A VA 

抗原 抗体 反应 的 测量 及 分 析 在 免疫 学 发 展 中 作为 一 种 重要 
手段 ， 由 于 免疫 化 学 技术 在 临床 医学 中 对 组 织 或 血清 中 重要 分 
子 进行 极 微量 的 测定 ， 因 些 在 现代 医学 和 此 物 学 的 发 展 土 起 了 
重要 作用 。 利 用 免疫 技术 的 高 度 专 一 性 和 灵敏 性 可 以 帮 为 鉴定 
结构 非常 近似 的 物质 、 特 别 是 研究 蛋白 质 的 有 力 工 具 8 也 可 以 
用 于 侈 单 物 质 在 溶液 中 构象 的 研究 。 超 微量 分 析 的 灵敏 度 可 以 
达到 毫 微克 (nag) 或 微微 克 (pg)， 标 记 抗体 示 踪 法 能 在 显 微 或 亚 
显 微 水 平 上 记 踪 抗原 在 细胞 内 的 分 布 。 细 胞 肉 原 位 的 分 析 对 于 
蛋白 质 化 学 及 核酸 各 级 结构 的 分 析 都 有 很 大 的 帮助 。 


es 206。 


EE ee ee ern 


| ， 工 , 抗 原 抗体 反应 由 不 溶性 复合 物 的 形成 来 测定 
:抗原 抗体 复合 物 从 溶液 中 沉淀 出 来 ， 沉 淀 反应 (precipita 
tion) 能 用 以 测定 被 测 标本 中 抗原 抗体 的 量 。 多 价 抗原 与 多 价 
抗体 可 以 形成 大 的 不 溶性 网 状 结构 复合 物 沉淀 , 单 价 抗体 如 
Fab 则 不 能 形成 沉淀 而 形成 可 溶性 复合 物 ,但 天 然 蛋白 质 或 多 糖 
大 分 子 具 有 许多 决定 徐 ; 具体 数目 又 不 易 测定 ， 这 时 可 在 已 知 
抗原 大 分 子 上 连接 已 知 数目 的 半 抗 原 。 只 有 当 灶 抗原 数目 在 2 以 
| 上 才能 和 相应 抗体 产生 沉 演 反应， 所以， 抗原 和 抗体 的 多 价 性 
是 形成 沉淀 物 的 必要 条 件 。 具 有 两 价 以 上 的 抗体 和 多 价 的 抗原 
| 作用 可 连 成 一 个 大 的 网 格 状 聚 合 物 沉淀 出 来 ， 这 就 是 网 格 学 说 
| 的 基本 概念 .抗原 抗体 浓度 基本 上 相等 时 才能 形成 沉淀 复合 物 ， 
抗体 过 量 时 一 个 抗原 分 子 被 几 个 抗体 包围 而 阻碍 网 阁 形成 ， 而 
| 多余 的 抗原 可 使 抗体 结合 位 点 饱和 ， 也 阻碍 了 网 格 的 形成 。 标 
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wR => 
图 10*11 定量 沉淀 反应 


of (09 iL 2 FCA RIE A A 
li 20 5A Ls AE FO. Ll, I AGE A Se a A 
Fa REFS DIAG bE Ds » FE EP YH a AS A GO ; 
ve Mrs eS PT IM ht RFS BS HH eA 10 1) 在 上 清 液 中 不 出 现 
过 剩 抗原 或 过 剩 抗体 时 为 沉淀 曲线 的 平衡 区 (equivalence po_ 
int)。 由 图 10.11 可 见 在 平衡 区 偏 右 处 能 迅速 地 产生 若 emt 
feo LEAR KRABI. MFCR 
系统 ， 不 管 二 者 的 稀释 度 如 何 ， 比 值 是 固定 不 变 的 。 “a BA 
22 iy FP AN A yk REM Be RAS Re BE ABET 
论 当 抗原 为 二 价 时 就 产 AE 直 链 的 - --Ag-Ab-Ag-Ab- -或 环形 ” 
复合 物 ， 如 抗原 有 三 个 或 三 个 以 土 的 决定 化 时 ， 就 可 以 产生 又 “ 7 
链 ， 交 错 地 形成 立体 的 网 格 〈 人 参考 图 10"12)。 近 年 在 电子 显 微 
I Ab Sages AF To 二 和 

Z 
Ab—Ag—Ab—Ag . 
i oe — 

wo-A g—Ab—Ag AD la 
™ \ 
Ab Ag 
\ | ABAS EA 

Ag—Ab—Ag—Ab ~— -Ab 一 Ag--= 
=-- 人 Ag 一 Ab ， 


镜 的 观察 下 ， 已 经 证 实 了 这 三 推测 。 

抗原 抗体 反应 中 抗体 量 在 沉淀 反应 或 医 集 反 应 中 以 效 价 。 
(titer 或 称 滴 度 ) 表 示 。 抗 血清 的 稀 酸 倍数 即 为 效 价 ， 常 用 2 的 下 
方 次 表示 ， 即 2:，22，23……2"。 滴 定 法 有 很 大 的 误差 ,更 为 
精确 的 定量 分 析 是 Heidelberger 建 立 的 抗体 定量 分 析 , 它 包括 三 
个 步骤 ， 即 (1) 加 入 同型 抗原 (2) 分 离 和 洗涤 WE, (2) AP 
氏 定 人 法 或 Folin-Ciccalteau 法 测定 沉淀 物 中 的 抗体 量 | 

抗原 抗体 反应 技术 最 普遍 的 应 用 是 免疫 电泳 法 。 抗 原 抗 体 恒 
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反应 也 可 以 在 凝 胶 中 扩散 形成 沉淀 Ae, HK Ouchterlon y ZY jy 
扩散 《double diffusion )。 这 一 技术 可 以 测 出 两 种 抗 原 是 否 相 
_ 同 ， 甚 至 可 以 观察 部 分 决定 复 的 结合 ， 如 图 10.13。 


HY 
oir 各 
, eens 4 
(a) (b) 


Ord dr 

2 = 由 价 抗原 

rake = tat 
图 10.12 抗原 抗体 复合 物 形 威 的 示意 图 
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图 10.13 Ouchterlony 双 扩散 示意 图 
as 相同 “b。 不 同 Cea AA 


如 以 玉 脂 电泳 与 双向 扩散 相 结合 ， 即 琼脂 免疫 电泳 技术 。 
免疫 电泳 又 用 种 不 同 的 方法 ， 如 对 流 免疫 电泳 (counter im- 
munoelectrophoresis) 是 因为 电场 可 以 限制 抗原 抗体 自由 扩散 ， 
因而 可 提高 抗原 抗体 的 局 部 浓度 ,加 速 两 者 移动 速度 。 在 合适 的 
抗原 抗体 比例 及 一 定 的 离子 强度 下 ， 在 琼脂 介质 中 ,抗原 加 碱 
性 缓冲 液 带 负 电荷 ,电泳 时 间 正 极 移动 ,而 抗体 电荷 由 于 接近 等 
电 点 ,电泳 时 借 内 渗透 力 , 可 由 正极 向 负极 渗透 ， 将 反应 孔 做 适 
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当 排列 ， 电 泳 时 Ag-Ab 相 向 移动 ， 二 者 相遇 可 形成 沉淀 绥 。 再 
Aik BF HTK (rocket clectrophoresis ) 是 在 单 向 扩散 基 础 上 的 + | 
术 。 当 抗原 在 含有 单价 抗体 的 防 脂 科 中 泳 动 后 ， 比 例 侣 适时 可 
出 现 锥 形 沉 淀 线 ， 形 似 火 箭 ， 故 名 火箭 电泳 (图 10.14)。 此 法 


eee 


图 10'14 火箭 电泳 


BR, CARAT. MUM PRS AK Re 量 免疫 
电泳 crossed electrophoresis) BATH ISRBAH PAK 次 时 
泳 ， 第 一 向 电泳 是 把 复杂 抗原 在 琼脂 板 上 展开 , 切 成 各 抗原 条 ; 
第 二 向 电泳 使 已 展开 的 各 抗原 成 分 进入 含 复杂 抗体 的 凝 胶 板 
中 ， 相 对 应 抗原 抗体 结合 形成 沉淀 峰 ， 面 积 与 抗原 量 成 正比 ; 
测 出面 积 就 可 以 对 抗原 进行 定量 测定 。 还 有 一 各 分辩 率 较 高 的 
聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 ( 圆 盘 电 泳 )， 这 种 许 股 孔 可 以 调节 控制 ， 
可 以 精确 地 鉴定 抗体 。 

另外 一 类 是 免疫 标记 技术 ， 最 常用 的 有 下 列 三 种 ， 

(1 同位 素 标 记 免 疫 技术 。 用 放射 性 同 答 素 ( 亚 5 1917, 
*210¢ 


HH。14C 等 ) 对 纯 抗 原 或 抗体 进行 标记 , Bini Ss TUR RA 
， 反应， 测定 其 放射 性 强度 ， 所 以 又 称 为 放射 免疫 测定 。 由 标准 
四 曲线 查 出 未 知 标 本 的 抗原 或 抗体 ,方法 灵敏 但 条 件 要 求 较 复杂 。 
(2) 免 疫 荧 光 技 术 , 又 称 荧光 抗体 技术 (Immunofluorescen 一 
| cetechnique or Fluorescence antibody technique) 。 用 化 学 方 

法 将 蒋 光 素 (fluorescein ) 与 抗体 结合 ， 但 不 影响 Ag-Ab 结 合 的 
活性 。 用 菊 光 抗体 处 理 固定 过 的 标本 ， 在 荧光 显微镜 下 观察 欧 
， 光 的 出 现 ， 可 用 以 鉴定 标本 中 的 抗原 ， 并 且 可 以 进行 抗原 的 定 

位 。 
(3) 免 疫 酶 标 技 术 (enzyme labelling immunosorbent assay; 
简称 ELSIA), 其 原理 与 荧光 抗体 技术 相似 。 用 酶 来 标记 i 
体 ， 最 常用 的 酶 为 藻 根 过 氧化 物 酶 (horseradish peroxidase), 
它 与 撒 物 发 生 组 织 化 学 反应 ， 可 以 产生 有 颜色 的 沉淀 物 ， 在 普 
通 光 学 显微镜 下 进行 细胞 水 平 的 追踪 ， 也 可 在 电子 显微镜 下 进 
行 分 子 水 平 的 观察 。 反 应 终止 后 ， 标 本 颜色 深浅 可 以 表明 酶 搞 
体 与 抗原 结合 的 多 少 ， 用 酶 标 比 色 计 (或 光电 比 色 计 ) 可 以 测 得 
结果 。 
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BUEN 56 Fey, SEA 1/91/28 Baa 
(erythrocyte) , 27 4m fa fq 4 fl fd leucocyte) AS 8 Ze ti 38 (blood — 
plasma) 中 。 在 入 体 中 血液 每 天 要 将 600 开 氧 从 肺 部 运输 到 各 种 
“ 织 中 去 ， 因 为 各 种 组 织 的 细胞 都 要 进行 有 氧 序 友 才能 维持 生 
Fo PUA AE Ek AABN 25] ty Bea 5 SURE ir He BSE 
的 ， 缺 氧 可 以 使 许多 细胞 坏死 。 Ai cS a 

租 波 靠 血浆 运输 9, 的 量 是 极 少 的 。 因 为 在 水 EO, hype 
角度 很 小 血液 运 输 的 全 部 0; 几 乎 都 是 靠 红细胞 中 的 血红 蛋白 
(hemcglobin ) 运 送 的 ， 在 100ml 全 血 中 所 红 蛋 特 要 结合 20ml 气 
7502» 
IE Te aL ALASKA) A6—9um, LW MAIR Cbiconcave di- 
BO) «LAURE 7S AIRE. ULAR, Pe Be Re es dg Be 
LAE SASTRY AED SAL By (reticulocyte) IE we Aj. FEE 
AVS SO SS ee HE Se id 
血红 蛋白 ， 因 此 红细胞 是 不 完整 的 细胞 ， 自 己 不 能 再 增殖 ， 在 
人 体内 生存 120 天 左右 。 红细胞 的 主要 功能 就 是 携带 血红 蛋白 ， 
血红 蛋白 溶解 于 水 溶液 的 胞 液 (eytosol) 中 ， 其 浓度 很 高 ,可 以 
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达到 34% © 
在 大和 哺乳 类 的 动脉 中 红细胞 中 的 血红 蛋白 从 肺 部 流 到 周 
围 的 组 织 中 去 ， 这 时 血红 蛋白 被 0; 饱和， 大 约 可 以 达到 96%， 
在 静脉 中 和 撑 液 又 流 回 到 心脏 中 去 ， 这 时 血红 和 蛋 让 被 0; 饱 和 的 
程度 只 有 64 狂 。 因此 每 如 Dinal 血 液 通过 组 织 要 放出 1/3 的 9:， 印 
等 子 在 体温 (37 有 ) 于 ,在 一 | 
AREY BHAA. Sm 
的 0, (图 11"1)。 
.多 红 蛋 白 不 但 在 人 和 哺 
弛 类 的 氧 的 运输 中 占有 重要 
地 位 | 而 县 在 植物 中 也 存在 
HAH. BMW 
weT-MPMAeA, WA 
 BRMAaeA (Leghemoglobin) ‘ 
因此 根瘤 是 红色 的 。 豆 血红 
蛋白 最 初 是 我 国 的 王 应 虚 发 
Phi. He PvE TA Ay 
mA, aT i 


红 蛋 月 与 氧 的 亲 帮 力 很 局 ， 

从 而 给 根瘤 产生 一 个 厌 氧 的 

环境 ， 保 证 咳 瘤 菌 -(Rhizo- 02 nd. 
bium) 中 的 固 氢 酶 (aitroge- ; 
nase) 能 够 进行 生物 固氮 作 图 11.1T 血红 蛋白 在 血液 循环 中 
用 。 运输 氧 的 作用 
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血红 蛋白 的 结构 


1. 血 红 蛋 白 的 一 级 结构 
血 纪 蛋白 由 四 条 肽 链 组 成 ， y WE Hk, 由 两 条 < 链 和 两 条 8 


链 组 成 。c 链 由 141 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 而 8 链 由 146 个 氨基 酸 残 
基 组 成 ， 它 们 的 氮 基 酸 顺 序 与 肌 红 蛋 白 (myoglobin ) 很 相似 , 后 
者 由 153 个 残 基 组 成 。 

Yi ahr lagttlimiabeei:: 见 215 页 )。 

2: 血 红 蛋白 的 空间 结构 

血红 蛋白 的 三 级 结构 与 抹香鲸 的 肌 红 蛋 Ra 1 
结构 非常 相似 。 肌 红 蛋白 是 Kendrew 于 1959 年 用 结晶 学 技术 得 ” 
到 的 蛋白 质 的 第 一 个 三 维 结 宰 (图 11.2) acidic . 


图 11"2 肌 红 蛋白 的 三 维 结构 
(a) IER (b) 侧面 


时 | 


* 2146 


eae eo 


SIH UAL SAT SIH VIV Nat VIV NSV VIV TVA ATI9 
VIV IVA IVA SAT NI9 UAL VIV WIV NTD IVA OUd OUd HL AHd NTO 
SAI AID GHd SIH SIH VIV AAT IVA SAO TVA NAT TVA NSV ATS OAT 
AAI SAT AHd NSV NID Od dSV IvA SIH NUIT SAIT.dSV.SAD SIH AAT 
AID WAS NAT YHL VTV AHd HL XID SAT AFI NSV dSV NAT SIH VIV 
AAI AID dSV HS Add WIV ATS naT IVA SAT SAT AIO SIH VIV SAI 
TVA SAT OUd NSV ATS LAWN IVA WIV dSV OUd UHL was NAT dsv AT9 
dHd UaS AIO AHd AHd OAV NID MHL dud OUd VAL TVA TVA NAT SI 
DdV AIO OAT VIV NID ATO AID TWA AID dSV IVA NSV TVA SAT ATS 
duL AAT VIV UHL IVA VIV US SAT AID NID OYd VHL OAT SIH TVA 
ST or S T 


98T 
TZT 
90T 
16 
9 
19 
97 
T8 
9T 
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OUV UAL SAT YAS AHI NAT 

IVA WHHL Yas TVA was VIV OAT qd SAT dSV NAT ABS VIV SIH TVA 
WIV OU%d HI JHd NID VTV Od NAT SIH WIV WIV NAT AHL TVA OAT 
naT SAO SIH YAS NAT NAT SAT AHd NSV IVA OWd dSV TVA 9UV Nal 
SKIT SIH WIV SIH OAT dSv adS OAT WIV MAS NAT VIV NSV Odd LHW 
dsv dSV IVA SIH VIV TVA VIV Nal MHL NAT WIV dSV VTV ‘IVA SAT 
SKIT AID SIH AID SAT TVA NI9 VIV YAS ATO SIH WAS NAT dSV AHd 
SIH OWd AHd UAL WHL SAT WHL YHL OUd AHd WAS NAT AHd LAW OUV 
nT9 OAT VIV AID VIV ATS VAL A19 AID VIV SIH VTIV-AI9 TVA SAT 
KID duL VIV VIV SAT TVA NSV Ms SAT dSV VIV ONd UWS Nd’ TVA 
st Or 9 T 


9¢ T 
Tet 
90T 
T6 
92 
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Si, ie AOL PS MLL TR, LAL E50. aA 
ei: ; 

肌 红 蛋白 由 8 条 x- eA, 分 别 HAH, 这 些 
x- 螺 旋 靠 一 些 转角 连接 形成 一 个 珠 蛋 骨 7globin) mee awo 
桶 体 , 它 的 三 维 结构 于 1960 年 由 Max Petutz 以 低 分 辩 率 完成 以 
后 于 1967 年 以 高 分 辨 率 完成 了 氧 合 血红 蛋白 (oxyhemegiocbia) 
的 三 维 结构 。 血 红 蛋 白 w 链 及 8 链 的 三 维 络 榴 都 写 肌 红 蛋白 非常 
相似 。 血 红 蛋 白 整 个 分 子 具有 222 对 称 性 ,二 即 沿 A 办 3B 轴 和 C 轴 
旋转 180" 角 。“c8 对 ”都 与 另 一 “op 对 ? 相 重 合 。 

血红 蛋白 xc 链 或 8 链 都 由 8 条 «Bie HB, 其 中 包 藏 一 个 血 
红 素 (heme) 分 子 ， 血红 素 分 子 连 在 晶 旅 B 与 螺旋 之 HA ih 2% 
敌人 chem IX， 其 结构 如 图 11， wea ae 


/ 
a et * 


A113 ”血红 素 分 子 与 0: 的 配 位 
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a a de ae a aks x EA 5 Ee 


血红 素 中 Fe 原子 有 6 个 配 位 键 。 其 中 4 个 配 位 键 与 4 个 吡咯 环 
中 的 X 原 子 形成 配 位 键 。 第 5 个 配 位 键 与 珠 蛋 白 (globin ) 的 组 氨 
酸 残 基 连 接 ,7 而 第 6 不 配 位 键 则 与 0; 结 合 。 

在 血红 蛋 由 四 级 结构 中 ， 两 个 5 亚 基 (cl，cs* ) 之 间 或 两 个 
PWIE(B:, BLM MH 接 接触 很 少 ， 但 是 在 ci81( 或 cs8，) 之 
间 的 接触 点 很 多 , 这 些 接触 点 很 大 部 分 是 由 氨基 酸 残 DE HB ZK 
侧 链 组 成 。 在 四 条 多 肽 链 之 间 有 一 个 中 央 的 空隙 。 


=, MAA SAMS 


Mh BAB—T SRE, AHA, 500, Khe he 
RRAA TO. 分子。 血红 蛋白 的 主要 功能 就 是 从 ARR HO, 32 
到 组 织 中 的 微血管 ， 以 满足 细胞 呼吸 的 需要 。 在 肌肉 中 肌 红 蛋 
白 担负 着 储存 氧 的 功能 。 虽然 肌 红 蛋白 与 血红 蛋白 在 三 级 结构 
上 极其 相似 ， 但 是 它们 的 生理 效应 却 很 不 一 样 。 在 高 氧 分 压 下 ， 
肌 红 蛋白 和 血红 蛋白 能 结合 同样 数量 的 0;( 以 重量 计 ); 但 在 低 
氧 分 压 下 血红 蛋 下 更 容易 放出 氧 ， 这 些 区 别 可 以 用 溶液 中 纯 蛋 
白 的 氧 结合 曲线 来 表示 (图 11.4)。 肌 红 蛋 白 的 氧 结合 曲线 为 双 
曲线 。 肌 红 和 蛋白 中 血红 素 与 0 的 结合 关系 如 下 ， 

Mb+0,=—MboO, , 


ROP MG = ates oa. 
如 y 为 肌 红 蛋 自 分 子 侈 和 的 百分数 ,并 以 氧 分 压 (pO,) 表 示 
0: 的 浓 魔 ， 风 


y kpo, 


k, = i ao 
i (1 =y) pO, Xk Y=Ty pO, ? 
这 就 是 双 则 线 的 公式 ， 如 图 11*4 所 示 。 
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图 11.4 WRPARANABRAHA 


但 是 血红 蛋白 的 行为 则 与 肌 红 蛋白 不 同 ， 它 与 0: 结合 的 曲 

线 为 S 形 。 其 S 形 曲线 可 以 结合 常数 表示 如 下 ， 
__CHbO,) _ y= kpO,* _ 

‘CHbjICO,)" 1+kpO,* 
通常 nD 的 常数 为 2.8, 这 表明 血红 蛋白 中 4 个 撑 红 素 与 0 分 子 的 - 
结合 并 不 是 独立 的 ， 而 是 :分 子 与 其 中 一 个 血红 素 的 结合 会 
影响 到 其 它 3 个 血红 素 分 子 。 这 似乎 表示 第 一 个 0 分 子 的 结 A 
亲和力 最 低 , 而 以 后 氧 与 血红 蛋白 揭 结 合 则 具有 更 高 的 亲和力 。 
n 盖 1 时 表示 小 分 子 配 位 键 间 具有 协同 效应 。 

血红 蛋白 对 氧 的 协同 结合 作用 (cooperative interaction) 
很 适 于 使 之 作为 氧 的 运载 体 。 在 肺 中 氧 分 压 很 高 CloommHg), 
血红 蛋 己 可 以 被 氧 饱和 。 而 在 其 它 组 织 中 ， 氧 分 压 很 低 (40mm 
Hs), MAERUA ERA. a ) 
载体 ， 在 同样 情况 下 只 能 放出 10% BA. 
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血红 蛋白 除 运输 氧气 外 ， 还 能 将 细胞 呼吸 产生 的 两 种 产物 
HH 及 CO, 从 各 种 组 织 运 到 肺 部 及 肾脏 。 

在 动物 组 织 中 有 机 燃料 被 线粒体 氧化 成 CO:， 而 CO: 又 在 
Be RET RS (carbonic anhydrase) 的 作用 下 生成 碳酸 ， 


CO, + H,O—=H,Co, 


| 
¥ 


H* + HCO,7 


碳酸 是 一 个 弱酸 ， 能 解 离 成 H+ 及 HCO。- ,从 组 织 到 肺 部 和 肾脏 
血红 蛋白 还 携带 着 20% 的 H+ 及 CO，。 
血红 蛋白 与 0 的 结合 受 pH 及 CO, 浓 度 的 影响 ,在 周围 组 织 
中 低 pH 及 高 CO ,的 情况 下 ， 血 红 蛋 白 与 ,的 亲和力 下 降 。 玩 
之 ， 在 肺 部 微血管 中 ， 因 为 Co, 被 释放 ， 站 液 的 PH 上 升 ， i 红 
蛋白 对 0; 的 亲和力 又 增加 .pH 及 CO:; 浓 度 对 血红 蛋白 与 0; 的 结 
合 及 释放 的 效应 ， 称 为 Bohr 效 应 (Bohr effect), Bohrsiy} ¥ 
的 生理 学 家 。 
血红 蛋白 与 0; 结 合 可 写成 : 
Hb + O, == HbO,’,, 
按照 Bohr 效 应 应 写成 ， 
HHb* + 0O,—~HbO, +H+。 
这 个 公式 表明 H* 浓 度 对 人 应 红 蛋 白 饱 和 曲线 的 影响 。 
0O: 与 H+ 都 能 与 血红 蛋白 结合 ， 但 是 结合 的 方式 相反 。 当 O， 
浓度 高 时 〈 在 肺 中 )，O: 与 血红 蛋白 结合 ，H+ 被 放出 。 当 O:; 浓 
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Reich CES PASO), Ht Smee, (10, 5H 


不 是 在 血红 蛋白 的 同一 部 位 上 结合 ，9: 结 合 在 血红 素 的 ERe 原 子 
上 ,而 于 "结合 在 球 和 蛋 和 8 链 的 His146 残 基 上 及 链 的 两 个 其 它 残 
3£ 

CO ,也 能 与 血红 蛋白 结合 ， 它 的 结合 部 位 是 血红 蛋 百 四 条 
肽 链 的 每 个 链 的 N 末 端 ， 形 成 氨 甲 酰 血 红 蛋 自 : ge a 


moglobin), 


O H Ot =f 

| | ii ene ed 

C+H,N-c—c——>  G=N=@—G— 

| Zoe | ee 

O R Oo O ae 
NOK RSE _ RAR 


y 


ti 4 4 Fe EOLA, 另 一 方面 能 与 古 及 GO， th 
合 ， 这 种 相反 的 关系 对 动物 机 体 是 很 有 利 的 。 在 组 织 中 5 低 pPHE 


及 高 CO, 浓 度 有 利于 0: 从 秆 红 蛋 白 中 释放 出 来 3 MEM, i 


浓度 的 0: 则 有 利于 释放 于 "及 COuy) 并 且 与 0: 结合。 因此 ,地 红 


Ea WIEN TO,, COpKH MH. 6 oh one 


此 外 ， 血 红 蛋 白 还 青 第 四 个 配 位 体 ， 即 2, 3- 二 磷酸 半 油 琶 
(2,3-diphosphoglycerate， 简 称 DPG) 。 2 | 
(is, (HCO -RDS. WER CAMMDPGS ih 了 
KE ANO,WEANDAK. MEMES PIMA DEG, — 
就 会 大 大 降低 它 对 9， 的 亲和力 。DPG 的 这 种 效应 是 由 于 它 本 身 ， 
REKLAMA: CC a 


表示 ， “4 


HbDPG + O,== = HbO;, +DPGy « mitkae) Hie | 
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O -一 了 上 一 O 


和 
2,3- 二 磷酸 甘油 酸 (DPEG) 


血红 蛋白 与 0: 的 结合 及 其 与 DPG 的 结合 成 负 相关 。DPEG 调 
节 红 细胞 对 9: 的 亲和力 随 肺 部 氧 分 压 而 改变 。 如 果 一 个 人 在 见 
小 时 内 从 海平 面 移 到 海拔 4000 米 高 的 地 方 ， 则 红细胞 中 DPG 含 
量 升 高 ， 使 更 多 DPG 与 迄 红 蛋白 结合 ， 因 而 血红 蛋白 与 氧 的 杀 
和 力 即 平 降 。 在 海拔 高 的 地 方 氧 分 压 比 海平 面 低 很 多 ,因而 人 
的 组 织 中 的 氧 分 压 亦 低 。 在 海拔 高 处 增高 DPG 使 血红 蛋 自 更 容 
易 释 放 氧 到 组 织 中 ， 反 之 在 海拔 低 处 血液 中 DPG 的 含量 降低 。 

血红 蛋白 分 子 在 何 处 与 DRG 结 合 ? 研究 发 现 ， 迄 红 蛋 白 有 
一 中 央 空 突 或 通道 ， 在 此 室 突 中 有 许多 带 正 电荷 的 及 基 团 这 
就 是 PPG 的 结合 部 位 。 当 与 9: 结 合 时 ,DpG 从 空 穴 被 取代 出 来 ; 
有 些 鸟 类 的 红细胞 不 含 DPG， 但 是 含有 另 一 些 磷 酸化 合 物 , 即 
六 磷酸 肌 醇 ， 它 在 降低 血红 蛋白 的 氧 亲 和 力 上 比 DPG 更 强 。 


五 、 血 红 和 蛋白 的 构象 变化 


由 于 Perutz 等 人 对 血红 蛋白 的 晶体 学 的 深入 研究 ， 现 在 已 
经 使 我 们 能 够 了 解 血 红 蛋 白 分 子 在 运输 0 ,的 过 程 中 的 变化 ， 从 
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分 子 水 平 揭示 了 血红 蛋白 结构 与 功能 的 关系 ， 成 为 分 子 生物 学 
的 重要 成 就 。 

与 氧 结合 的 血红 蛋白 称 为 氧 合 血红 和 蛋 摇 (oxyhemogio- 
bin)， 不 与 氧 结合 的 血红 蛋白 称 为 脱氧 血红 和 蛋白 (decxyhe- 
moglobin)。 和 血红蛋白 与 氧 结合 后 , 它 的 构象 确实 发 生 了 变化 。 

Perutz 最 初 测定 血红 蛋白 构象 时 是 测定 的 脱氧 血红 蛋白 ， 
是 在 无 氧 条 件 下 培养 出 血红 蛋白 的 晶体 。 以 后 他 们 在 有 氧 条 件 
下 培养 出 血红 蛋白 的 晶体 。 测 定 氧 合 血红 蛋白 的 构象 ， 发 现 血 
eA AE 合 后 ， 它 的 构象 发 生 了 改变 。 氧 合 血红 蛋白 与 脱 
氧 血红 蛋白 的 三 RARE 
TR (0,8, kc0,8,) At, FC RAPWHE ERS 
mi ihcd 3 eben ele eR 
有 什么 不 同 。 但 是 血红 蛋白 与 氧 结合 后 ， 它 的 正 级 结构 发 笃 了 
改变 ， 血 红 蛋 白 的 两 个 二 聚 体能 够 彼此 相对 移动 。 氧 合 血 红 蛋 
白 分 子 比 脱氧 血红 蛋白 分 子 更 加 紧密 。 中 央 空 腔 更 水 些 。 

在 氧 合 血红 蛋白 中 ， 两 个 8 链 变 得 更 加 靠近 ， 而 在 赔 图 血 
红 蛋 白 中 两 个 B 链 彼此 离开 较 远 。 当 主 红 蛋白 与 氧 结合 时 ， 其 
“aiBi 对 ?改变 它 与 ao3; 对 ?的 相对 位 置 ; 转移 的 角度 达到 15”， 
这 种 构象 变化 可 从 图 11.5 看 到 。 当 血 红 蛋白 失去 氧 时 ， 它 又 组 


慢 地 移动 改变 其 构象 。 血 红 蛋 白 baibatehed niearobe 


氧 饱 和 时 的 S 形 曲线 有 关 。 
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血红 蛋白 分 子 结构 比较 复杂 ， 非 常 适应 氧 的 运输 。 租 是 ， 
有 一 些 异 常 血 红 蛋 白 (abnormal hemoglobin) 不 能 像 正 常 血 


” 红 蛋 白 一 样 运输 氧气 。 因 此 研究 异常 血红 蛋 和 ， 了 解 它 们 如 何 ” 


水 和 


全 AL 


eS ee 全 <- 


图 1*15” 和 血红蛋白 中 亚 基 的 运动 

(a) Qi18i1 二 聚 体 (b) a2Be— RK 

(Cc) 血红 蛋白 四 育 体 的 脱氧 形式 

(d) 氧 合 血红 蛋白 ，Q181 相 对 4%282z 旋 转 15"。 
注意 在 新 位 置 中 B97 处 于 41 与 038 之 问 


产生 缺陷 ， 并 且 这 些 矶 陷 如 何 影响 押 红 蛋白 分 子 的 性 质 ， 这 样 
我 们 就 可 以 更 好 地 了 解 蛋白 质 结构 与 功能 的 关系 。 

引起 贫血 病 或 其 它 病 理 症 状 的 血红 蛋白 的 缺陷 可 以 分 为 三 
32, 1) 乾 录 或 加 工 成 信使 RNA 时 受到 破坏 ,以致 不 能 合成 
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EA WKH: (2) DNA 的 点 突变 ， 导 致 多 肽 链 氨 基 酸 残 基 
的 改变 ; (3) 珠 和 蛋白 基因 组 片段 的 完全 缺失 。 镰 刀 形 贫血 病 
(sickle cell anemia) 就 是 一 个 典型 的 点 突变 疾病 ， ong 
加 讨论 。 


由 于 基因 缺失 导致 珠 蛋 白 x- 链 或 B- 链 缺陷 ,分 别称 为 %-- 及 


pB- 地 中 海 贫 血 病 (thalassemias ) ,此 病 在 地 中 海 沿岸 各 国 如 西 班 
牙 、 意 大 利 、 南 斯 拉夫 、 和 希腊、 土耳其 及 北非 各 国 特别 常见 
在 这 些 地 区 镰刀 形 贫血 病 也 常见 。 地 中 海 贫血 病 及 镰刀 形 贫血 
病 在 中 国 南 方 、 东南 亚 及 印度 也 曾 发 现 ， 所 有 这 些 地 区 洗 疾 都 
是 常见 病 。 

Ms CERI T MA RENAN, 
是 对 这 些 血红 蛋白 分 子 结构 的 了 解 却 很 少 。 

镰刀 形 红细胞 的 血红 蛋白 (HbS) 是 点 突变 及 氨基 酸 顺 序 
中 某 个 残 基 改 变 所 产生 的 病 患 中 研究 得 最 多 的 一 种 贫血 病 。 这 
对 了 解 血红 蛋白 分 子 的 关键 部 位 及 非 必要 部 分 很 有 用 忆 匀 刃 形 
贫血 病 是 一 个 典型 的 血红 蛋白 遗传 病 。 此 病 最 显著 的 特点 是 在 
氧 压 浓度 低 时 细胞 有 呈 镰 刀 形 的 趋势 。 患 镰刀 形 贫 血 病 的 病人 
的 血液 在 100mmHsg O， 分 压 下 多 少 还 表现 正常 形状 ;但 是 , 当 氧 
压 为 40mmHg 时 ， 红 细胞 即 呈 儿 刀 状 。 这 些 细 胞 比 正 常 细胞 变 
形 ， 并 且 具 有 刚性 ， 在 微血管 中 流动 时 常 被 绊 着 ， 引 起 痛 菩 和 
发 炎 。 在 氧气 充足 时 ,多 数 灸 刀 形 细 胞 可 以 重新 恢复 正常 形状 ， 
但 其 中 一 定数 量 会 受到 膜 的 损伤 ， 并 变 成 不 可 着 的 镰刀 形 细胞 
(TSC)， 这 些 有 人 缺 陷 的 细胞 容易 破碎 ， 并 且 平 均 寿命 比较 短 ， 
使 病人 贫血 并 给 骨髓 的 造血 机 能 以 沉重 药 负 担 品 沁 


Linus Pauling 于 1949 年 指出 鲜 刀 形 贫血 病 是 由 于 血红 和 蛋 ， 


白 分 子 发 生 缺 陷 引 起 的 ,他 称 之 为 分 子 病 (molecular disease) , 
6 年 后 Ingram 用 电泳 技术 确切 证 明 : 在 血红 蛋 自 的 四 聚 体 中 沿 
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着 每 条 8 链 的 第 6- 位 氨基酸 残 基 不 像 正常 链 那样 为 谷 氨 酸 ,而 是 

| RRR, -个 带 负 电荷 的 侧 链 被 一 个 蔬 水 侧 链 所 代替 。 这 种 改 
变 了 的 分 子 称 为 血红 蛋白 SChemoglobin S), 为 什么 血红 蛋 A 
分 子 中 574 个 氨基 酸 中 仅 有 两 个 改变 就 会 产生 如 此 剧烈 的 效 应 
成 为 镰刀 形状 呢 ? 在 红细胞 中 选 红 蛋白 分 子 的 浓度 是 极 高 的 
(340mg/ml)， 以 致 可 以 说 在 正常 情况 下 它们 接近 晶体 。ayB; 
四 到 体 的 大 小 为 65xX55x50A， 平 均 相 距 只 有 10A， 它 们 可 以 
旋转 并 且 和 披 些 流 过 去 而 无 任何 阻碍 。 而 在 镰刀 形 红细胞 表面 上 
BEE 6 位 上 的 负电 荷 被 油状 的 牙 水 残 基 所 取代 ， 即 增加 了 溶液 
的 类 度 ， 降 低 其 溶解 度 ， 使 之 聚集 在 一 起 。 缺 氧 时 这 些 有 缺陷 
的 血红 蛋 蝗 S 分 子 聚 集成 长 纤维 状 “并 且 它 们 集合 成 束 ， 它 们 
使 溶液 变 硬 ， 即 成 为 长 形 的 灸 刀 状 细胞 。 镰 刀 形 细胞 中 的 束 状 
血红 蛋白 ， 常 排列 成 正方 形 或 六 角形 ,与 中 心平 均 相 距 220A 。 
它们 育 合 成 椭圆 形 的 横 切 面 ， 沿 轴 有 一 定 的 扭曲 ， 使 纤维 具有 
螺旋 状 外 观 ， 但 宽度 则 不 一 致 。 


表 11.1 ”点 突变 导致 的 异常 血红 蛋白 〈 摘 自 Dickerson ,1983》 


氨基 酸 残 基 变革 化 名 称 
1, SR 71 3G 4a ita —— Bie 
6(A3) Glu>Val S 
6(A3) Glu->Lys € 
121 (GH4) Gliu>Lys O Arab ,Egypt 
Il. iaeA M 
A att 
58 (E7) His>Tyr M Boston, Mosaka 
B ptt 
28 (B10) Leu>GIn St.Louis 


63 (E7) His~Pro Bicetre 
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A; 最 近 还 有 单个 氨基 酸 残 基 或 一 段 肽 链 的 缺失 而 使 分 子 失 去 
稳定 性 : 除 由 血红 蛋白 S 造 成 的 镰刀 形 贫 应 病 外 ， 还 有 一 些 其 它 
异常 血红 蛋白 分 子 病 ， 现 在 选择 几 种 列 于 表 1h*1， 以 见 一 充 。 


人 参考 文献 


1. Dickerson, R. E. & Geis, I.: Hemoglobin: Structure, Funee 
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2. Lehninger: Principles of Bioechmistry, Worth, 1982. . 
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第 十 二 章 ， 叶 绿 素 蛋 白 与 光 能 的 转换 


e 


a 


光合 作用 (photosynthesis) 是 绿色 生物 的 特殊 功能 , 它 能 
将 日 光 的 光 能 转化 为 化 学 能 ， 将 CO 和 水 转变 成 有 机 物 ， 主 要 
为 碳水 化 合 物 。 光 合作 用 在 绿营 或 绿色 植物 的 叶绿体 (chloro- 
plast) 上 进行 ， 而 光合 细菌 则 在 载 色 体 (chromophore) .上 。 
光 能 的 吸收 和 转化 则 是 在 叶绿体 的 类 圳 体 谋 (thylakolid memb— 
rane) 上 进行 的 。 

在 绿色 植物 和 绿营 的 类 喜人 笨 膜 上 存在 两 种 光 系 统一 BI 
AI (photosystem I, PSI) AINGAALM. (photosystem U, 
PSIT) ,而 光合 细菌 只 含有 光 系 统 IO。 光 系统 I 与 CO: 的 还 原 有 关 ， 
而 光 系 统 I 则 与 放 0O, 有 关 。 在 光 系 统 I 上 存在 着 反应 中 心 (reac- 
tion center)， 在 反应 中 心 上 叶 绿 素 〈 chlorophyl1) 分 子 起 着 光 
能 转换 (energy transducer ) 的 作用 ， 在 反应 中 心 上 叶 绿 素 分 
子 成 对 存在 , 即 二 聚 体 (dimer ) , 它 能 接受 捕 光 色素 天 线 (light- 
harvesting antenna) 所 捕获 的 光量 子 ， 然 后 供给 受 体 一 个 电 
子 ， 结 果 就 引起 电荷 的 分 离 (charge separation)， 于 是 产生 化 

`” 学 能 〈 以 Chl 代 表 叶 绿 又 ) 
zchlQ 二 >ZChl*Q- 一 >Z++Chl+Q- 
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Z.Q 分 别 代表 电子 供 体 和 受 体 。 光 系统 I 包 含有 反应 中 心 ( 含 
Poo)、 捕 光 色 素 天 线 及 各 种 电子 载体 〈 如 醒 、EeS 蛋 白 、 细胞 
色素 等 )， 它 们 存在 于 特殊 的 光合 膜 上 。 光 系统 工 的 反应 中 心 含 
Peso, REMOWEH, Sap A A ht 
38 

光合 作用 过 程 中 光 能 传递 的 效率 极 高 这 是 由 于 天 线 色素 
分 子 彼此 在 空间 有 适当 的 定向 排 布 ， 其 空间 距离 不 超过 70A， 
也 不 小 于 10A， 现 在 已 经 确切 地 证 明 ， 这 些 色素 分 子 是 与 蛋白 
od FSR AG BAS. RAE E Mb (porphyrins) Ap FF, 
在 血红 蛋白 及 各 种 细胞 色素 中 与 蛋白 质 相 结合 。 


二 、 叶 绿 素 蛋白 的 分 离 和 纯化 


在 类 圳 体 上 叶绿素 蛋白 (chiorophyll-pr otein) 
与 由 脂 质 组 成 的 生物 膜 结合 在 一 起 ， 因 些 要 想 从 ” 
绿色 植物 叶片 中 提取 叶绿素 蛋白 ， 首 先 要 用 去 污 、 
剂 ( 如 Triton X-100, 十 二 烷 基 硫酸 钠 Na Dod SO 
去 掉 脂 质 ,使 叶绿素 蛋白 溶解 .Thornber(1966) 与 ” 
Ogawa 等 (1966) 分 别 将 用 去 污 剂 溶解 的 叶绿体 膜 
用 有 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 (PAGE ) 进行 分 离 ， 得 | 
到 三 条 绿色 区 带 ， 他 们 分 别 定名 为 叶绿素 蛋白 复 ” 国 到 -1 时 各 
合 物 I，I，III( 简 称 CPI,CPI，CPIIT) (f§121), 体 蛋 白 的 聚 ” 
经 测定 CPI 含 有 P,。。， REPS, HOP RR Ra PMR 
的 10 一 18 中 ，CPII 为 捕 光 叶绿素 a/b BABA REMY 
(light-harvesting chlorophyll a/b protein complex), 简称 
LHCP, 占 叶绿素 的 40 一 60% ;CPIII 为 游离 叶绿素 say chlo- 4 
rophyl)， 简 称 FC, 4 22—50%, 
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以 后 许多 科学 工作 者 改进 了 叶绿素 蛋白 的 提取 分 离 等 电泳 
技术 ，FC 逐 渐 减 少 ， 又 分 离 出 许多 种 叶绿素 蛋白 ， 图 12-24% 
Anderson 等 (1978) 用 NapDodSo, :Chl = 10:1 提 取 菠 菜 叶 绿 素 
蛋白 ， 然 后 经 过 温和 的 SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 ， 可 以 得 到 6 种 
叶绿素 蛋白 , 即 CPU,CPI a，CPa，LHCP1,LHCP2 和 LHCP3。 
(图 12.2) 


1.5r 
SDS:ChI=1631 


KRM (675nmy 


迁移 距离 (cm) 
.图 12*2 菠菜 叶绿体 膜 中 的 叶绿素 蛋白 


经 过 光谱 测定 CPI 及 CP Ia 含有 Pu， 为 PSI 的 反应 中 心 ，; 
其 叶绿素 占 总 量 的 25% ; LHCP}, LHCP2 ,LHCP3 为 捕 光 色素 
蛋白 复合 物 ， 所 含 叶绿素 共 占 54 色 5CPa 为 PS TI 的 反应 中 心 , 所 
含 叶绿素 占 10% FC 11% 。 随 着 叶绿素 蛋白 质 提纯 技术 的 进 
一 步 改进 ,，FC 还 会 减少 ,Thornber 认 为 叶绿素 大 概 都 是 与 蛋白 
质 结合 的 。 目 前 经 过 国内 外 各 单位 研究 ,各 种 高 等 植物 如 大 麦 ， 
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已 分 别提 取出 来 ， 并 进行 了 各 种 光学 鉴定 。 


三 、 叶 绿 素 蛋白 的 结构 


1.。 绿 色光 合 细菌 中 的 细菌 叶绿素 a 蛋 白 (bacterio 
chlorophylia protein) 的 结构 

在 一 种 绿色 光合 细菌 Prosthecochloris aestuarii 中 存在 一 
种 水 浴 性 的 细菌 叶 绿 款 a 蛋 白 。Matthews 及 Fenna(1975 一 1979) 
经 过 分 离 纯化 获得 了 Bohl a- 蛋 白 的 晶体 ， 他 们 以 X- 射 线 晶体 
学 技术 取得 了 这 个 蛋白 的 2.8 人 分辨 率 的 电子 密度 图 。 . | 

Behl a- 蛋 白 含 有 三 个 相同 的 亚 基 , 紧密 排列 成 三 重 对 称 轴 
(3-fold symmetry axis)， 分 子 量 为 140 ,000 ,每 个 亚 基 分 子 量 
约 为 42,000， 每 个 亚 基 含有 7 个 Behl a 分 子 ， 包 围 在 一 个 蛋白 


é 
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图 12*3 ”细菌 叶绿素 a 的 分 子 结构 
230。 
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形成 平面 ， 而 两 端 扭 曲 ， 其 上 并 有 6 有 段 c- 螺 旋 。 在 每 个 亚 基 中 7 
个 Bchl ac 的 叶 醇 〈phytyl) 侧 链 头 尾 相 接触 ,这 些 碳 氧 链 组 成 分 
子 内 部 的 蔓 水 核心 , 它 在 形成 B chl a 蛋 白 复 合 物 中 可 能 很 重要 ， 
在 蛋白 质 与 Bchl a 的 头 与 尾 之 间 也 有 接触 ,这 7 个 镁 原子 都 似乎 
是 五 配 位 的 ,其 配 基 为 组 氨 酸 的 侧 链 (图 12"3 及 图 12.4)。 

在 低温 中 ， Behl a- 蛋 白 的 吸收 光谱 及 圆 二 色谱 (circular 
dichroism spectrum) 都 表现 极 快 ,可 能 是 由 于 这 7 个 载 色 体 之 
闻 的 激 子 (exciton) 的 相互 作用 的 缘故 ， 他 们 认为 Bchl a- 蛋白 
可 以 看 作 是 在 生物 体 中 叶绿素 组 织 的 一 个 模型 。 这 里 所 看 到 的 
叶绿素 与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 可 能 也 存在 于 其 它 叶 绿 素 蛋 和 白 


图 12.4” 细菌 叶绿素 a 分 子 的 首尾 相 接 图 


2. 绿 色 植 物 的 叶绿素 蛋白 
绿色 植物 的 叶绿素 蛋白 虽然 已 经 分 离 出 来 ， 但 是 它们 的 三 
维 结构 迄 今 了 解 得 极 少 ,下 面 分 别 叙 述 它们 的 结构 的 一 些 情 况 。 
4 e 23] e 


(1) CRI, CPL eM RIER FET MED HOMER A, He 
分 子 量 为 100,000， 这 个 蛋白 质 的 末端 分 析 表 明 ， 其 N 未 端 分 别 ， 
为 丙 氨 酸 及 天 冬 氨 酸 , 因 此 , 它 是 由 两 个 相 阿 的 芬 子 量 为 50 , 000 
的 亚 基 所 组 成 。CPI 含 有 Piv， Pu 是 一 种 叶绿素 a 的 二 聚 体 ， 
叶绿素 /Pu。 = 40/1—120/ 1 HEA BENG J Wy yy — A eae 
a 二 聚 体 ， 被 一 晨 由 10 一 20 个 长 波 叶 绿 素 8 分 予 (cn a 685nm) 下 
包围 ， 而 其 外 层 又 被 一 层 叶 绿 素 分 子 所 包围 : 

最 近 Fish，Klick 与 Bogorod (1985) 从 玉米 叶绿体 市 分 离 
出 编码 光 系 统 I 中 的 含 Pi 的 叶绿素 引 蛋 自 即 CED 的 基因 ， 


图 12"5 WAR eae A= RAMA 是 
(Matthews, 1979). ~. . .. “i fh 
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图 12。6 ”细菌 叶绿素 蛋白 的 一 个 亚 基 的 空间 结构 
《其 中 有 7 个 细菌 叶绿素 分 子 ，Matthews G, 1979) 


”并 测定 了 其 核 苷 酸 顺 序 。 此 基因 共 含有 4552 个 核 苷 酸 ， 除 去 内 
含 子 等 以 外 ， 共 编 码 CPI 750 个 氨基 酸 残 基 ， 这 是 迄今 了 解 到 
”的 第 一 个 叶绿素 蛋白 氨基 酸 顺 序 。 至 于 它 的 二 、 三 级 结构 目前 
尚 毫 无 了 解 。 | 
(2) CPa( 或 CPN)。.CPa 为 光 系 统 工 的 反应 中 心 的 叶绿素 a 蛋 
自 质 ， 其 分 子 量 为 40 一 45kd， 吸 收 光谱 最 高 峰 为 670nm。 HEP 
海 等 (1979) 将 CPa 分 离 成 二 种 组 分 ,其 中 之 一 含有 PSIH 的 反应 中 
心 色素 ， 风 Pesoy 另 一 种 组 分 是 围绕 它 的 天 线 叶绿素 蛋白 。 
e 233 。 


(3) LHCP, LHCP 为 捕 光 时 绿 素 蛋白 ， 其 中 含有 叶绿素 8 
及 b，Chla/b = 1:1。 此 蛋白 没有 反应 中 心 的 功能 ， 只 具有 吸收 革 
光 能 的 作用 ， 故 称 为 捕 光 叶绿素 蛋白 Clight harvesting chlo= 
rophyll protein), K#, #HREH . 
LHCP 分 为 三 种 , 即 LHCP1,LHCP | ae 
2,LHCP3 ,它们 的 分 子 量 不 一 样 ， 
Ay 30 , 00078 AR HH Ze A 

最 近 kithrandt (1984) 用 
电子 显微镜 测定 了 蔓 豆 的 LHCP 
的 三 维 结构 ,分 辩 率 为 16A ,此 三 
维 结构 图 表明 LHCP 是 由 三 个 结 
AHEM Wit th BREA 


(transmen berane protein), oy , i = 
见 图 1227。 12-7 BERLHCPR 
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转换 中 的 作用 尚 不 了 解 ， 但 是 光合 细菌 的 细菌 叶绿素 蛋 自 的 研 时 
究 给 我 们 不 少 启发 。 大 多 数 寒 聚 蛋白 都 具有 二 重 辅 的 对 称 结构 ”是 
但 是 细菌 叶绿素 蛋白 则 具有 环 式 三 重 轴 对 称 〈3=fold symme- 
try), = BH Oh LE PE A, 
绿 素 蛋 白 的 三 重 对 称 表 明 这 个 蛋白 紧密 结合 成 平面 效 ， HSE 是 
有 反应 中 心 的 质 膜 相 靠 近 。 由 于 这 个 蛋白 的 亚 基 具有 三 重 对 称 里 
的 结构 ， 在 每 个 细菌 叶绿素 蛋白 的 三 聚 体内 部 的 314 休 叶绿素 分 ， 
子 就 沿 着 三 重 轴 连 成 一 片 ， 使 之 可 以 在 很 广 的 前 庆 内 具有 捕捉 。 
光 能 的 能 力 。 人 
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高 等 植物 的 捕 光 叶绿素 蛋白 (LHCP) 最 近 被 证 明 也 是 = 
聚 体 , 也 具有 三 重 对 称 的 结构 ,不 过 它 的 精细 结构 尚 有 待 进一步 
研究 ， 目 前 还 不 了 解 其 中 叶绿素 分 子 的 排列 状况 。 我 们 知道 ， 
LHCP 也 具有 收集 光 能 的 功能 ， 很 可 能 具有 与 细菌 叶绿素 蛋白 
相 类 似 的 结构 , 以 便 很 有 效 地 从 广泛 的 角度 捕 认 光 能 ,进行 光合 
作用 。 
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第 十 三 章 ， 糖 蛋白 与 细胞 识别 


WEEE (slycoproteins) BSAA ARE 
质 。 由 于 糖 蛋白 与 细胞 识别 〈cellular recognition) 有 密切 关 — 
系 ， 近 年 来 研究 发 展 很 快 。 据 统计 仅 从 1976 年 至 1982 年 全 世界 是 


共 发 表 糖 蛋白 论文 20,000 多 篇 ， 平 均 每 年 2 千 篇 以 上 。 
糖 蛋白 与 农业 和 医学 都 有 关系 。 如 植 临 授粉 的 不 亲 和 性 、 


豆 科 植物 与 根瘤 菌 的 相互 关系 、 病 原 菌 与 寄主 的 相互 关系 ， 都 “ 
与 糖 蛋白 有 关 。 与 医学 有 关 的 如 血 凝 素 (hemagglutinin) 能 使 


红细胞 凝集 。 外 源 凝 集 素 (lectin) 或 植物 Ih HE HX (Phytohe- 
magglutinin,PHA), 这 一 类 凝集 素 最 早 是 从 葛 麻 及 豆 科 西 物种 
子 中 提取 出 来 的 ， 如 伴 刀 豆 球 蛋白 人 (concanavalin A, fie 


- Con A), RHE: 32 (wheat germ agglutinin, 简称 WGA) 
BREA (ricin) 等 ， 能 使 红细胞 凝集 在 一 起 。 以 后 发 现 其 它 时 


植物 如 水 仙 、 鸡 路 草 、 病 毒 、 真 菌 以 及 无 脊 椎 动物 (如 蜗牛 为 
销 椎 动物 中 也 存在 凝集 素 。 现 在 发 现 的 凝集 素 已 达 1000 多 种 。 


”利用 外 源 凝 集 素 凝集 血球 的 作用 可 以 作为 探 针 (Probe) Be” 
别 肿瘤 细胞 膜 与 正常 细胞 膜 的 区 别 。 正 常 细胞 在 体外 变 成 恶性 国 
细胞 〈 即 肿瘤 细胞 ) 后 ， 能 被 低 浓 度 的 伴 刀 豆 球 蛋 自 (Con A) © 


i 
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凝集 ， 其 浓度 往往 比 正常 细胞 低 10 一 20 倍 。 细 胞 被 Con AKER 
的 能 力 与 生成 肿瘤 的 能 力 有 一 定 的 关系 。 

凝集 素 的 凝集 性 质 是 由 红细胞 表面 的 糖 基 与 凝集 素 的 结合 
决定 的 ， 可 以 区 别 壬 液 的 血型 。 凝 集 素 还 有 刺激 细胞 进行 有 丝 
分 裂 的 作用 ， 称 为 有 丝 分 裂 原 (mitogen), 


=. BRAN AY 


糖 蛋白 由 碳水 化 合 物 和 和 蛋白质 两 部 分 组 成 。 碳 水 化 合 物 含 
i A PROBE UTES BEE (mannose), 、 葡 萄 糖 (glucose) , >e¥L i 
(galactose), 234 #i(fucose), N—Z, Bt aj Bye RK (N—acet ylglu— 
- cosamine) , N- 乙 酰 半 乳 糖 胺 (N-acetylgalactosamine)、 木 糖 
(xylose)、 阿 拉 伯 糖 (arabinose) 等 。 RAGE eA 
质 的 结构 分 别 予 以 讨论 。 

1. 糖 链 结构 

糖 蛋白 中 的 糖分 子 通 常 形 成 糖 链 (sugar chain)， 各 种 单 
糖 以 一 定 的 连接 方式 连接 成 糖 链 。 糖 链 与 蛋白 质 的 连接 有 两 种 
方式 : (1) 糖 链 以 N- 糖 背 〈(N-8glycoside) 与 蛋白 质 上 的 天 冬 栈 
胺 (Asn) ERE; (2) 糖 链 以 O- 糖 背 (O-glycoside) 的 方式 与 蛋 
白质 上 的 丝氨酸 (Ser) 或 苏 氨 酸 (Thr ) 连 接 ， 如 下 式 ， 


0 
— 
NH= ¢ CH: 
| 
CH =~COORIASn) 
A 
NHAc NH; 
N—fi 


CH,OH 


o 一 CH2 $554 
i | 
© HN-CH-COOHE 


oe 
Gueenesnemsane, Taine 量 
只 有 一 种 ， 或 为 N- 糖 苷 ， 如 竞 豆 B 球 蛋白 《legumin 入 “ 状 根 过 = | 
48 Abn ig (horseradish peroxidase) ENE, TE HESS | 
KM AOE F o 
RAMI: aR Le, ORE Tene 
KSHV (glycan) BREE, EMBASE, BT 
二 天 线 (biantennary)、 三 天 线 或 四 天 线 的 形式 。 这 些 聚 糖 的 是 
分 子 结构 很 复杂 ， 单 糖分 子 有 一 一 定 的 排列 顺序 ， 下 面 是 利 马 豆 
SEE (ima bean lectin ) BEA ICH MURR MOIEAAE © 
Man~—> Man Fue yg 
‘ 1 @1.6 {a@1.3 


Man GluNAC 4% GluNAC—+Asn ae 
*@1.3 io * = 
Man fi 1 Gi I HH \ aie ) pas 二 
Galsl_>sGluNAeB1->3Galpl->3GalNAc-=Ser(Thz) 
6 


Galp1— pre Ny ie 
人 胃液 中 的 粘 蛋 白 的 糖 链 
_2. 蛋 白质 的 结构 A 
首先 讨论 糖 蛋 白 的 一 级 结构 ， eee 
基 酸 顺序 测定 出 来 ， 下 面 是 伴 刀 豆 球 蛋 白 A 亚 基 的 | 
(图 13.1)。 at 
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LOGY PHS ad SMAI TTA Va Lv a av SAV SS AM IT 
OZ 002 O61 
HAdWAA TVUODASS PAUAMCSON SS'AULIA TNON 
O8T OLT 09T 
LOLIVG 9 OTIIGC@YOACUMYSHAANAWAHIVAGILONH 
0ST 0fT 08T 
Le NS lr Tes LAS MS HTIN La EATO ESV SIOA 
05T OTT 00T 
UAMAACTAANIGAGCASASLVGAVN FASAAVST 
06 08 OL 
AMNGASNA TIT IHVLOAYONDGAOWNAYNVINUASUAS 
09 0S OF 


a2 iG ID IHdGAS CAS BOLNdI KA LOT FAW A ELGV 
08 06 QT 


关于 糖 蛋白 的 空间 结 
构 目 前 了 解 的 很 少 。 对 伴 
TIGRE AMX RG 
射 研究 表明 ，Con 和 A 的 分 
子 由 两 组 反 平 行 B- 折 选 
层 组 成 。Con A 分 子 结 
合 两 个 金属 原子 Mn++ 及 
Ca+-*, 二 原子 相距 很 近 ( 相 
隔 4.6A )， 包 在 一 个 八 面 
AMS. SHA 
的 部 位 存在 于 靠近 Catt 
及 Mn++ 部 位 的 浅 袋 之 if 
Hh, Con A 的 结合 部 位 对 图 13.2 ” 伴 刀 豆 球 蛋 白人 入 的 三 维 结构 
甘露 糖 残 基 是 互补 的 ， 并 且 也 结合 葡萄 糖 和 N- 乙 酰 葡萄 糖 胺 
(图 13.2)。 2 

麦 胚 凝 集 素 是 由 164 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 多 肽 链 。 此 分 子 包 
OAM BRA, BL CL, Di, BPR ITE ” 恒 
mR, 41D RIER—te- AAR WGA 国 
分 子 富 含 半 胱 氨 酸 残 基 ， 每 分 子 含有 16 个 二 硫 键 〈 图 13“3) 

许多 凝集 素 分 子 都 是 四 聚 体 ， 如 短 豆 CVicia cracca) 凝 集 轩 
素 、 菜 豆 凝 集 素 等 都 是 由 4 个 分 子 量 各 为 33,000 的 亚 基 组 成 的 四 
聚 体 。 红 肾 豆 凝 集 素 有 五 种 同 种 凝集 素 (isolectins), 这 是 因为 每 
种 同 种 凝集 素 是 分 子 量 为 115,000 的 四 聚 体 , 由 两 种 不 同 的 亚 基 是 
组 成 ,分 别称 为 白细胞 敏感 的 (L) 及 红细胞 敏感 的 〈E) 两 类 。 上 
因此 ， 它 们 共有 五 种 组 合 ， 即 ，L,，LsE，LI2E, TEAEAD 
对 淋巴 细胞 表面 受 体 亲 和 力 高 ， 而 对 红细胞 无 亲和力 ,下 对 与 凝 
集 红 细胞 的 性 质 有 关 。 eh 


0 


i 


结 术 


卖 是 凝集 素 的 


图 13.3 


三 维 结构 


图 13"4 流感 病毒 神经 氨 酸 酶 的 四 聚 体 的 
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最 近 Varghese 等 (1983) JA X- 射线 衍射 技术 研究 了 流感 | 
Wi BEND Le HHA A BG ( neuraminidase iF SE Aare » 这 类 糖 +s 
EROS FE OR A. NE OB TS i 
$n iE AL ASR ETS STRATA » 3K EB abate vick 汪 


的 排列 (图 13.4)。 


和 


=. PEASE : oy 

糖 蛋白 的 最 重要 功能 就 是 细胞 识别 。 生 物 的 一 个 重要 特性 
是 它 能 够 识别 自己 (selif ) 和 非 己 (nonself), 例如 在 动物 的 受精 “ 
作用 (fertilization) 中 ， 包 能 名 识别 自己 的 精子 和 外 来 的 精 ， 
子 ， 自 己 的 精子 被 接受 而 外 来 的 精子 则 被 排 尺 。 = 

营 类 和 真菌 的 细胞 识别 系统 比较 篇 单 ， 也 研究 的 比较 透彻 。 
Blin, 2% (chlamydomonas) EMS ARB, Sew 
转变 成 配子 ， 配 子 有 两 种 交配 类 型 ， 即 《+) MCD. 只 有 
不 同性 别 的 配子 相 舱 册 ， 才 发 生 北 集 ， 细 胸 融合 后 产生 合子 。 “eo | 
Fei ESSE FN ASR AA Wiese 974) ， g ' 
证 明 ， 从 《+) AWE Ho ABE C-) 细 陷 沁 集 ， 而 上 
(- ) 细胞 得 到 的 禾 质 能 使 (+) 细胞 凝集 ，- 这 种 物 Rts 
isoagglutinin, DAIEM RPA MeA. ARIA HEA 
一 性 ， 而 且 具有 种 的 专 一 性 。 
ee ee 
db pemenau ind oe 取得 了 很 大 - 恒 

海胆 (sea urchin) 的 受精 作用 玫 现 出 高 度 的 种 Gt | 
tho RAAT SN MAAR MESA, 7 
围绕 卵 的 胶体 使 精子 发 生 顶 体 反应 (acrosome reaction) , 4 : 
EFT Ae yD RLS » me BOE 
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(acrosome) MUAH. Abt, RATHMMARAR Ae 
#22 (microfilament), WME. EALAA RAD PR 
WAT Kw80um, Segall (1979) Fe SOS BE AHH HS TA ARIZ 
MHADA—-PRB Lins RSH. CED AER. 
MFRS KEBAB maT. Lopo (1980) 
从 球 海胆 (Strongvlocentrotus nurparatus) 精子 分 离 出 它 的 表 
面 组 分 ， 经 过 鉴定 为 两 种 糖 蛋 白 ， 分 子 量 分 别 为 64kd 和 84kd， 
用 电泳 纯 的 糖 蛋白 注射 家 免得 到 抗体 ， 两 种 糖 蛋白 的 抗体 都 能 
使 精子 凝集 。 这 两 种 抗体 均匀 地 分 布 在 整个 精子 表面 。 这 两 种 抗 
血清 表现 出 称 的 专 一 性 。 球 海胆 属 中 的 三 个 种 之 间 有 轻微 的 交 
叉 反应 ,而 与 另 一 属 海胆 Lytechinus pictus 精子 之 间 则 无 交叉 
反应 。 将 精子 与 抗 84kd 的 抗体 片段 保温 培养 ， 完 全 抑制 卵 胶 诱 

导 的 顶 体 反应 ， 从 而 抑制 受精 作用 。 

海胆 卵 的 表面 上 含有 能 与 精子 结合 的 受 体 。 如 将 精子 预 
先 用 卵 胶体 诱导 顶 体 反应 ， 则 受 体 能 与 精子 结合 ， 这 种 结合 具 
有 矢 的 专 一 性 。 受 体 与 精子 结合 后 能 与 卵 进行 竞争 ， 因 此 卵 受 
精 作 用 受到 抑制 。 由 图 13'5 可 见 ， 增 加 同 源 受 体 的 组 分 ， 差 不 
多 完全 抑制 8: PKFrPW7ratus 卵 的 受精 作用 ， 反 之 从 4 punctalata 
得 到 的 受 体 对 $.pwrpura 刀 精子 毫 无 影响 。 

Lennatz (1979) 用 蛋白 酶 处 理 海胆 孵 , 可 以 从 卵 表 面 释放 
出 一 种 含 碳水 化 合 物 的 糖 肽 ， 经 过 凝 胶 过 滤 所 得 到 的 糖 肽 中 含 
AOR, Waihi] (1981) 又 从 海胆 孵 表 面 分 离 央 一 种 高 分 子 
BREA, 用 凝 胶 过 滤 及 亲 和 层 析 纯 化 ， 它 的 分 子 量 超过 
1000*000。 他 们 证 明 这 种 卵 表面 的 糖 蛋 白 能 凝集 结合 蛋白 
(biadin) 晒 粒 * 这 种 糖 蛋 白 含 有 岩 藻 糖 \ 木 精 、 半 乳糖 及 核糖 。 这 
祥 糖 蛋 扣 是 以 结合 蛋白 为 桥梁 使 卵 凝 集 的 最 强 的 抑制 剂 。 

存 哨 屯 动 临 的 精子 与 卵 的 关系 上 近年 来 也 证 明 与 六 蛋白 有 
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图 13“5 ”海胆 卵 的 受精 作用 被 受 体 的 抑制 
《 受 体 分 别 从 Abunctu1atao 及 ”。bDUrzbUra 刀 3 提取 得 到 》 
关 。Wasserman % (1981) 研究 了 小 鼠 的 透明 带 〈zona pel- 
ucida 简称 Zp) , 它 起 着 细胞 识别 作用 ,能 使 卵 同 具有 种 专 一 性 
1 的 精子 结合 。Zp 由 三 种 糖 蛋白 组 成 , 即 Zp1，Zp2,Zp3， 分 子 量 恒 
分 别 为 200kd，120kd 及 83kd， 用 电泳 可 以 分 离开 。 研究 结果 表 
明 ，Zp3 具 有 使 精子 与 卵 结合 的 受 体 作 用 。 受 精 作用 就 导致 253” 四 
进行 化 学 修饰 ， 变 成 Zp3f， 7pst 即 不 再 起 精子 受 体 的 作用 ， 从 
而 使 受精 卵 不 能 再 度 受 精 。 7 
Zc 7008 5 nail icoom 
用 。 在 一 淋 花 的 柱头 上 常 有 许多 不 同 的 花粉 落 在 上 面 ,但 是 ,只 
有 一 定 的 花粉 才能 萌发 ,进入 花丝 并 且 到 达 子 房 进 行 受精 作用 。 
柱头 和 花丝 可 以 作为 筛选 不 需要 的 花粉 及 花粉 管 的 过 滤器 。 
高 等 植物 雌雄 性 的 识别 是 从 花粉 与 柱头 表 面 的 接触 开始 4 
的 。 现 已 证 明 花 粉 壁 和 柱头 表面 都 含有 糖 蛋白 ， 这 些 糖 蛋 自 与 
细胞 识别 有 关 。Clarke 4 (1979) AAW (Gladiolus) 

By AV: ATH > HA ME, 分 别 占 6% 和 23% titel 
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中 含有 5 种 糖 蛋 自 ， 分 子 量 在 10,000 一 75,000 之 间 ， 柱 头 含有 
”7 种 糖 蛋白 ,分 子 量 在 10,000 一 120,000 之 间 。 花 粉 的 糖 蛋白 中 含 
”有 半 有 乳糖、 阿拉 伯 糖 、 甘 露 糖 及 鼠 李 糖 。 柱 头 表 面 的 糖 蛋 白 含 有 
| 阿拉 伯 半 乳 聚 糖 蛋白 。 已 经 证 明 柱头 表面 的 成 分 具有 能 与 花粉 
中 大 分 子 结合 的 能 力 。 柱 头 表 面 带 有 识别 花粉 的 受 体 。 如 果 用 
ConA 与 柱头 表面 结合 ， 就 可 以 降低 柱头 对 花粉 蛋白 的 粘连 能 
- 力 。 和 柱头 表面 的 阿拉 伯 半 乳 聚 糖 可 能 是 粘连 的 分 子 基 础 。 花 粉 
与 柱头 表面 所 带 有 的 糖 蛋 白 彼 此 可 能 是 互补 的 ， 世 提供 良好 的 
”粘连 作用 。 | 
花粉 壁 及 柱头 表面 的 相互 识别 的 作用 是 不 同 种 植物 之 间 不 
亲 和 性 的 根本 原因 。 
” 杨 中 汉 BR SEAS (1981, 1984) DRS T ZZ A as ZEB 
RR. AT A a Ba 7 BE) Pe 8 种 糖 蛋 白 ,与 PAS 
试剂 反应 呈 阳 性 ,等 电 点 分 别 为 5.2，6.0，6.3。 这 些 糖 蛋白 的 
糖 基 为 鼠 李 糖 、 岩 藻 糖 、 甘 露 糖 、 半 乳糖 等 。 张 英 华 和 曹 宗 典 
(1983) 从 葛 下 柱头 表面 浸出 液 中 提取 出 糖 蛋白 ， 用 PAS 试剂 
染色 ， 显 册 明 显 的 糖 蛋白 区 带 , 分 子 量 为 15,000 及 100,000 以 
上 。 这 些 糖 蛋白 的 单 糖 成 分 为 葡萄 糖 、 鼠 李 糖 、. 岩 菠 糖 , 半 乳 糖 ， 
阿拉 伯 糖 、 木 糖 及 甘露 糖 。 这 些 研究 表明 ， 十 字 花 科 植 物 花粉 
与 桩 头 表 面 的 识别 也 是 靠 糖 蛋白 的 互补 作用 。 | 


ra. 根瘤 菌 与 豆 科 植物 的 共生 作用 


根瘤 菌 (Rhizobium) 对 豆 科 植物 寄主 表现 出 很 强 的 专 一 
性 。 能 感染 一 种 寄主 并 且 形 成 根瘤 的 根瘤 菌 对 其 它 豆 科 植 物 通 
常 并 不 能 感染 。 根 瘤 菌 分 类 就 是 根据 寄主 的 专 一 性 。 如 及 .ja- 
ponicuam 使 大 豆 产 生根 瘤 ,R.trifolii 使 三 叶 草 产生 根瘤 , EF 
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近年 研究 证 明 ， 豆 科 植 物产 生 的 凝集 素 Clectins) RRR 
细胞 壁 中 的 糖 蛋白 ， 并 由 此 决定 寄生 与 共生 物 《symbioab 
之 间 是 否 能 建立 共生 关系 。 根瘤 苗 感 当 豆 科 植物 进行 共生 固 所 ; ay 
在 农 作 牺 的 氮 素 营养 中 是 极其 重要 的 。 4 
TIMERS. AUIS 
毛 表面 相 接触 ， 而 后 进入 根 毛 形成 感染 线 ， 到 达 皮 层 后 刺激 寄 “ 国 
主 细胞 分 裂 而 形成 根瘤 ， 结 瘤 与 否决 定 于 根瘤 菌 与 寄主 之 间 的 
相互 关系 。 根 瘤 菌 与 寄主 的 最 初 接触 通常 是 在 根瘤 菌 的 莱 膜 与 ， 
寄主 根 毛细 胸壁 外 层 之 间 发 生 的 ， 这 个 过 程 中 包含 有 哪些 细胞 “ 国 
表面 分 子 呢 ? 
字 痪 菌 与 寄主 的 识别 机 理 在 大豆 及 三 叶 草 中 研究 的 较为 详 
细 。 大 豆 凝 集 素 (SBL) 能 与 Rhizobium japonicum 专 一 地 结 “ 国 
合 ， 荧 光 素 标记 的 SBL 能 与 R,japonicum 25 个 品系 中 的 22 不 品 
系 结合 ， 而 9 种 不 能 使 大 豆 结 瘤 的 根瘤 菌 都 不 能 被 凝集 素 结合 。 国 
由 这 些 观察 提出 一 个 假设 ， 大 豆 与 根瘤 菌 共生 关系 的 专 一 性 是 © 
由 细菌 细胞 壁 的 碳水 化 合 物 组 分 对 根 表面 的 识别 作用 决定 的 时 
viembigupaiadeeltndiaeabiitiies tic: 
准 着 寄主 的 根 毛 表面 。 i 4 
Dazzo 等 深入 研究 了 凝集 素 在 三 叶 章 与 根 半 菌 《Rutritol- 
ii) 之 间 的 细胞 识 别 中 所 起 的 作用 。 根 瘤 菌 表面 及 三 叶 草根 ， 
细胞 含有 碳水 化 合 物 抗 原 ， 能 进行 交叉 反应 。 三 叶 草根 部 的 凝 ， 
集 素 称 为 三 叶 草 蛋白 A(tritoliin A), 它 既 能 与 细菌 结合 ,也 能 
与 寄主 根部 结合 ， 可 能 是 通过 共同 的 抗原 受 体 。 4 
”三 咱 草 蛋白 是 一 种 糖 蛋白 ， 分 子 量 为 50, 000， 汪 三叶草 根 “ 国 
瘤 菌 能 专 一 地 结合 。 这 种 结合 受 2- 脱 氧 -D- 葡萄 糖 的 抑制 。 抗 
凝集 素 并 与 荧光 素 结合 的 抗 血清 大 部 分 聚集 在 三 叶 草 的 根 毛 “ 
区 ， 而 与 其 它 豆 科 植物 如 首 蒂 、 野 驱 豆 等 不 结合 eS 
° 246° 


he 


R .tiifolii 突 变种 或 不 使 三 叶 草 结 瘤 的 根瘤 菌 对 三 叶 eA 
都 没有 受 体 ,及 .tritolii 与 三 叶 草 凝 集 素 结合 的 表面 成 分 为 一 种 
酸性 多 糖 ， 其 中 含有 2- 脱 氧 葡萄 糖 、, 半 乳糖 ,葡萄 糖 及 多 糖 栈 
酸 。 

Dazzo% (1981) 证 明 三 叶 草 能 分 泌 糖 蛋 白 tritolin A Bl 
根 际 之 中 。 在 根 的 渗 出 液 中 能 鉴定 出 三 叶 草 蛋 白 A ， 三 叶 草 蛋 
白 A 能 与 根瘤 菌 结合 。 培 养 液 中 如 果 含有 氮 素 ， 则 三 叶 草 根部 
不 分 泌 三 时 草 蛋 白 A 到 根 际 中 ,这 个 结果 证 明 Solbein 于 1977 年 
提出 的 模型 是 正确 的 。 根 据 此 模型 ， 豆 科 植物 分 小 一 种 蛋白 质 
(REE) ,能 与 根瘤 菌 结合 , 然后 此 有 活性 的 复合 物 再 与 根 上 的 
受 体 结合 。 在 共生 作用 中 寄主 与 细菌 都 从 能 进行 交 又 反应 的 糖 
蛋 自 的 识别 作用 得 到 好 处 。 这 个 糖 蛋白 既 能 与 根 毛 细胞 壁 上 的 
受 体 结 合 ， 也 能 从 根 分 泌 出 来 与 根瘤 菌 细胞 结合 。 只 有 共生 商 
与 豆 科 植 牺 之 间 能 互相 识别 ， 才 能 建立 共生 关系 。 

Dazzo% (1979) 用 免疫 化 学 研究 证 明 ， 三 叶 草根 瘤 菌 及 
三 叶 草 表皮 细胞 的 表面 含有 一 种 特殊 的 抗原 ， 它 能 进行 交叉 反 
应 。 这 表明 这 两 种 共生 物 之 间 存 在 结构 的 相关 性 。 这 个 抗原 带 
有 能 与 多 价 的 凝集 素 一 一 三 叶 草 蛋白 A 结合 的 受 体 。 三 叶 草 蛋 
BA 的 专 一 的 抗原 抑制 剂 为 2- 脱 氧 葡萄 糖 。2- 脱 氧 葡萄 烽 能 专 
一 地 抑制 三 叶 草根 瘤 菌 与 三 叶 草 根 毛 附着 。 后 来 还 证 明 2- 脱 
氧 葡萄 糖 能 专 一 地 促进 三 叶 草 蛋白 A 从 三 叶 草根 上 洗 脱 下 来 ， 
并 且 抑 制 R.tzitolii 莱 膜 多 糖 与 三 叶 草 根 毛 的 结合 。 

Dazzo 了 于 1981 提 出 了 一 个 根瘤 菌 附 着 在 三 叶 草根 毛 才 面 的 
模型 。 和 根据 此 模型 ， 三 时 草 蛋白 A 能 识别 三 时 草根 瘤 离 及 三 叶 
草 正 的 相似 的 糖 基 ， 并 且 以 互补 方式 将 它们 交 联 起 来 形成 一 种 
芬 子 结构 ,促进 根瘤 菌 专 一 地 附着 在 根 毛 表面 (图 13 6) 。 此 模型 
假设 在 豆 科 植 牺 根 土 有 寄主 专 一 的 受 体 部 位 ， 在 该 处 发 生根 瘤 
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菌 的 识别 作用 。 他 们 的 实验 证 明了 这 些 受 体 ， 并 且 定 位 于 根 玫 
面 。 用 异 硫 氰 酸 荧 光 素 标记 R.triftolii 荚 膜 多 糖 上 结 谷 的 三 时 草 。 
蛋白 A, 将 此 结合 物 与 无 菌 的 幼苗 根部 一 起 保温 ,然后 用 荧光 显 
微 镜 观 察 ， 三 叶 草 的 受 体 立即 与 根瘤 菌 结合 ， 并 且 根瘤 菌 桶 集 
在 根 毛 顶端 ， 这 玫 明 才 皮 细胞 分 化 产生 册 能 识 绚 态 澳 苗 的 受 体 
部 位 〈 图 13.7， 图 13.8)。 这 个 实验 结果 已 经 用 首 荐 、 天 豆 及 哆 
豆 根瘤 菌 重 复 证 实 。 如 果 预 先 用 相当 的 凝集 素 涂 在 根瘤 菌 上 ，” 
peulipheleniebepiciepgianbladsiiniiar ee 
根 表面 上 存在 凝集 素 的 受 体 。 Ca ea ere 


, 2 
AN Eee (三 叶 章 根瘤 苗 ) 


\, re: 1 paren : 


图 13.6 RHRSOMAYREM EARS 
(Dazzo%F, 1975) os 


ERO RHA, R .ri 而 及 三 时 草根 十 含有 对 三 叶 草 
蛋白 A 相似 的 多 糖 受 体 。 不 过 ,与 三 三 时 草 蛋白 A MAIO BD 
糖 基 顺 序 尚 有 待 研究 ， 才 能 更 好 地 解释 这 个 问题 si 3 

深入 了 解 根瘤 菌 与 豆 科 植 物 相互 识别 的 机 理 ， 不 仅 有 助 于 ， 
PASSRATE Raa. one 
TAR EEE TERE TGR ey HS ee SH TR 
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图 13.7 三 呼 草 根瘤 菌 与 三 叶 草 根 毛 结合 的 荧光 显 微 照相 
SIH SM RMS RAISE ALOR, RITE BAS 
S Rame CAH) 或 与 李 毛 原 基 CLM) 结合 《Daz20,1977， 


SS 


图 13 ,8 =H RS 三叶草 根 毛 顶 端 结合 后 的 扫描 电镜 照相 
(Dazzo,1977) 
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植物 感 当 病毒、 细菌 或 真菌 后 ， 往 往 在 寄主 体内 产生 某 种 “ 
RAK, Rhs BME: A ene eae eg 
植物 对 外 来 物 的 一 种 反应 。 

Sela (1962) 发 现 心 时 烟 CNicotiana 0 感染 烟 
Ben RE (TMV) 后 ， anon a’ 
染 ， 形 成 坏死 病 殉 ， 以 后 即 不 再 感染 TMYVY 或 其 它 病毒 。 这 种 情 
况 与 动物 病毒 十 分 相似 ， 动 物 细胞 感染 病毒 后 能 产生 干扰 素 


(interferon) 。 扼 制 病毒 的 传播 。Sela(1981) 证 明 将 人 的 于 扰 | 


素 引入 烟草 叶片 ， 然 后 接种 TMV 病毒 的 繁殖 受到 明显 抑 制 。 
他 在 心 叶 烟 中 鉴定 出 一 种 抗 病毒 因子 (antiviral factor, ae 
称 AVF)，、 它 可 以 使 周身 性 传播 变 成 为 局 部 感染 ， 孤 制 病毒 传 
播 ， 形 成 坏死 病 斑 。AVE 是 一 种 磷酸 化 的 糖 蛋 白 ， 分 子 量 为 


22,000， 与 干扰 素 十 分 相似 。 我 们 可 以 用 纯化 干扰 素 的 方法 提 


纯 AVF。Sela 用 纯化 的 AVF 可 以 有 效 地 抑制 植物 病毒 的 感染 ， 
因此 有 人 称 之 为 植 牲 于 扰 素 (phyto-interferon)。 re 


AVF 如 果 加 有 蛋白酶 保温 , 即 失去 活性 ,如 用 c- 葡 萄 糖苷 酶 及 “ 辐 


PED RARER ih, HERA DAE AIAED. AVF 并 且 能 与 


A. P 
AVF 抵 抗 TMV 病 毒 的 能 力 很 强大 ，AVE 的 浓度 只 需要 I 个 
pM(=10-:2M)， 即 可 抑制 TMV 的 感染 。 换 言 之 ， 每 个 细胞 只 


ConA 结 合 。 综 合 这 些 性 质 , 可 以 判断 AVF 也 是 一 种 磅 酸化 的 糖 


需要 1 个 AVF 分 子 即 足以 抑制 病毒 的 发 展 。 将 人 的 白细胞 的 干扰 
Re, 注射 到 烟草 叶片 中 ,然后 接种 TMV(0.001 一 0.1 单 位 于 扰 ，， 


素 Aml), 即 可 降低 TMV50% 的 感染 力 。 当 然 AVPF 是 否 即 为 于 
ae y . . fi 


扰 素 ， 还 有 待 于 对 AVE 一 级 结构 及 三 维 结构 的 测定 。 

糖 蛋白 还 看 许多 其 它 功 能 ,如 糖 蛋 白 与 抗 冻 性 有 一 定 关 系 。 
北极 和 南极 的 鱼 类 能 抵抗 低温 ， 在 它们 的 血液 中 存在 一 种 抗 冻 
糖 蛋白 (antifreeze glycoprotein ) , 它 能 降低 水 的 冰点 ,其 血浆 
冰点 的 下 降 是 由 于 有 三 分 之 一 是 这 种 抗 冻 糖 蛋白 。 这 种 糖 蛋白 
含有 一 种 三 肽 的 重复 顺序 ,其 氨基 酸 残 基 的 顺序 为 苏 - 丙 -两 , 重 
复 31 次 ， 在 每 个 苏 氨 酸 残 基 上 连接 有 一 种 多 糖 , 即 半 乳 糖 8(1 一 
3)-N- 乙 酰 半 乳糖 胺 ， 结 构 如 下 : 

Gal5(1 一 3)-GalNAc-Ser(Thr )。 
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目前 地 球 上 形形色色 的 生物 ， 包 括 动物 、 植 物 和 微生物 ， 
MEK We RK EWS KKM IW (Charles | 
Darwin) 在 一 百年 前 提出 了 生物 进化 论 ， 他 指出 生物 的 进化 是 国 
生物 的 变异 (variation) 和 自然 选择 (natural selection) 的 结 蛙 ， 
至 今 达 尔 文 的 进化 论 仍 是 生物 学 研究 的 指导 思想 ， 是 指导 一 切 “ 
生物 学 的 基本 理论 。 
不 但 各 种 生物 都 有 其 进化 的 历 吏 ， 而 且 构成 有 机 体 的 生物 a 
大 分 子 一 -蛋白 质 也 有 一 个 进化 的 历史 。1959 年 Anfinsen 写 了 | 
一 本 进化论 的 分 子 基础 >(The Molecular Basis of Evolutien)，， @ 
THE TXT SLE 2657 AE A — ee TM | 
定 ， 并 且 对 200 多 种 蛋白 质 的 三 维 结构 完成 了 晶体 学 分 析 ， 对 其 | 
中 许多 种 生物 的 细胞 色素 C(cytochrome c), MAB ANCHE, 
8 链 、 核 糖 核酸 酶 (ribonuclease)、 组 蛋白 (histone) 等 的 氨基 酸 
顺序 都 进行 了 比较 研究 。 这 些 研 究 结果 充分 证 明达 和 尔 文 进化 论 
的 正确 。 FE eR A 
的 关系 进行 一 些 简 单 的 讨论 。 aA 
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二、 和 蛋白质 一 级 结构 的 进化 


蛋 自 质 一 级 结构 的 比较 研究 ,充分 证 明了 进化 论 的 正确 .对 
各 种 生物 中 细胞 色素 C 氮 基 酸 顺序 的 比较 以 及 血红 蛋白 中 % BE 
及 B 链 的 比较 都 可 以 绘制 出 进化 树 (evolutionary tree), 。 下 面 分 
别 加 以 讨论 。 
1. 细 胞 色素 C 
细胞 色素 C 是 一 个 古老 的 蛋白 质 ， 从 低 等 生物 如 酵母 .红色 
&& Hd (Neurospora crassa) 就 开始 出 现 细 胞 色 素 C， 它 一 直 进 
化 到 高 等 动物 和 植物 ， 包 括 人 类 在 内 。 
细胞 色素 C 是 一 种 传递 电子 的 载体 ， 分 子 中 含有 血红 素 , 分 
子 量 为 12,400， 由 104 个 氨基 酸 残 基 组 成 。 血 红 素 Fe 上 的 两 个 配 
位 键 与 His 18 及 Met 80 络 合 。 细 胞 色素 C 存 在 于 线粒体 中 。 大 约 
在 10 亿 年 前 ,生物 进化 到 需 氧 的 阶段 , 即 出 现 了 生物 氧化 过 程 ， 
于 是 产生 了 细胞 色素 C。 生 物 界 出 现 细 胞 色素 C 以 后 ,才能 在 地 
球 上 大 规模 繁 街 生 存 。 因 此 细胞 色素 C 是 生物 界 中 广泛 存在 的 
一 种 古老 蛋 自 质 。 
Margoliash，Smith 及 Dickerson 等 人 进行 了 大 量 工 作 ， 测 
- 定 了 各 种 生 临 的 细胞 色素 5 的 氨基 酸 顺 序 ， 从 低 等 生 物 到 高 等 
生物 都 作 了 比较 研究 。 他 们 得 到 了 68 种 动 植 物 和 微生物 的 细胞 
色素 C 的 一 级 结构 ， 在 这 些 生物 中 细胞 色素 C 的 104 个 氨基 酸 残 
基 中 大 约 有 三 分 之 一 是 完全 相同 的 (从 糊 椎 动物 到 昆虫 .酵母 和 
小 麦 )。 其 它 残 基 上 所 发 生 的 变化 也 是 相当 保守 的 ,一 种 氨基 本 
为 另 一 种 结构 相似 的 氮 基 酸 所 取代 。 因 此 在 细胞 色 素 C 中 有 70 
一 80 个 残 基 完 全 不 变 , 这 表明 这 部 分 残 基 在 细胞 色素 C 的 分 子 结 
构 中 非常 重要 。Cys 14, Cys 17， 及 His 18 三 个 残 基 是 蛋白 
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质 与 血红 素 连 接 的 部 分 ,在 各 种 生物 中 都 不 改变 。 表 14。 1 是 选择 
其 中 的 23 种 动物 、 微 生 牲 和 植物 中 的 细胞 色素 C 的 氨基 酸 顺 cae 
进行 了 比较 。 由 此 可 以 看 出 各 种 生物 中 氨基 酸 残 基 的 相似 之 处 。， 
从 上 面 所 测定 的 68 种 生 禾 的 细胞 色素 C 氨 基 酸 顺序 进行 比 
较 ， 我 们 可 以 看 出 下 列 的 亲缘 关系 。 
@ 人 类 与 恒 河 猴 同 属 灵 长 类 (Primate)， 的 

只 差 一 个 残 基 ， 0 ARAlle, WRATH, 
QRKKRSER CAR(S, FF, AHR, 
平均 差 10.0 个 残 基 ; vay 
OMA MUS ASABE, 1385. TRIE, te aad 
OMI 5 SAVE BRA, TEI. ORE, 
OMA GME MAS MIWA, ABR,  、， 
© Wii Ae 78 HEB 5 BIE Z AVE BSS 
OF awy adhdiialehintatabhictlicret 0 达到 : 
”26.0 个 残 基 ; ee apOhaE 了 
@ 动 钨 入 物 和 微生物 之 问 的 差别 最 大 ;相差 47: Ra, a 
py AS PFE SI 15% © ; 
Dickctson: MrT rote 
HAAS, PA Ae FROME He (evolutionary tree) ,也 
可 以 称 为 系统 发 言 树 (Phylogenic tree), MHAR—-R nek 
绘制 的 进化 树 与 分 类 学 ceinpne 
质 的 进化 反映 了 生物 的 进化 (图 14.1)。 
2. 血 红 和 蛋白 Len 

HMMA See ae, BRS 
构 是 非常 相似 的 ， LEO RMAC SCRA, 这 
并 不 是 偶然 的 ， 因 为 它们 有 共同 的 祖先 。 lease 的 这 
珠 蛋 百 (globin) 的 基因 发 生变 异形 成 的 。 ae 
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38 种 生物 中 细胞 色素 c 的 组 成 
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a | 2 A eel aivlele clot la 
yp A|Q) CIH| T/V/E|K/IGIG/K|H|IK/T 
类 | 牛 , 羊 , 猪 AS lS II 
动 | 狗 A|Q| C|H|T/V|E|K|G|G/K)H/K|T 
Se AlolclHITIVIEIKIGlGKJIE K|T 
yy | Kew A/O| CIH| T/V|E|K|G/G| KH KK 
KeSme |AlQ!ClH| TIV|EIKIGIGIK/HIK|T 
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Ae | 面包 酵母 sj zc 外 lvlsjgjlelslzlaxlvlslzlslalalslalale 
m4 meee alelclyltltlelalelelplaikiviGlpIN| LigiGI1|F 
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大， 猩猩 R|K| T/G/Q|A| P|G]¥|s|¥| T|A/A|N|K|N|KIG] 1] I}w 
mi | 恒 河 狐 R|KITIGIQIAIPIGIYISIYITIAIAINIKINIKIGIITIW 
g | 马 R|K|T|G/Q|A| P|G) F/ T/¥| T/D|A/N|K|N/K|G/ I} T|W 
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类 | 牛 , 羊 , 猜 R|IK|TISlQlAlPlGIEISIYITIDIAINIKISIKIGIIITIW 
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物 | KER R|KITIGIQIAIVIGIEISIYTIDIAINIKINIKIGIITIW 
RRR IR/K|TIG/Q\A} P/G| F/T] Y| T|D/A|N/K|N|K|G|1I|I/w 
%, 3% (RIK/TIGIQ/AIEIG| FIS|y|TIDIAINIKINIKIG/ 1|Tlw 
其 fy R/K| T|G/Q/A/ B/G] F|/S| ¥} T|/D/IA|N/K|N|K/G! 1] Tiw 
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图 14*1 细胞 色素 C 的 进化 树 
(Dickerson, 1969) 


Goodman, Moore \ Hf 3% ee ey ee 
HIZED RET WA fe He 毒蛇 以 至 哺乳 动物 包括 人 在 内 60 多 ， 
种 生物 珠 蛋白 的 " 链 ( 含 c 链 、E 链 ) 的 顺序 、66 个 B 链 ( 含 B、Y.8 
8) 顺 序 ， 以 及 60 种 肌 红 蛋白 的 顺序 。 ATR TAM 
AMOKRAMUFO\ AM, NHR, ROREARAR WE e 
豆 根瘤 中 的 豆 血红 蛋白 )， 得 到 许多 分 子 进 化 的 资料 ， 现 将 他 们 
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的 研究 结果 简单 介绍 如 下 。 
+ @ 在 60 种 不 同 生 和 履 的 血红 蛋白 wx 链 中 ， 其 141 个 氨基 酸 残 基 
中 有 23 个 残 基 完 全 相同 ; 
四 在 60 种 不 同 生 物 的 8 链 中 ， 在 146 个 氨基 酸 残 基 中 有 20 个 
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图 14.2 AAR PRE PE 
(4KDickerson, 1982) 
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残 基 是 完全 相同 的 er. a 
@ 在 60 个 肌 红 蛋 由 中 ， JESS PRAT I 4 | 
同 ; = | 
QmR RRMA, eRe HATER % 
多 ，a 链 有 50 个 相同 ，8 链 有 51 个 相同 ， 肌 红 蛋 白 有 71 个 相同 。 

如 果 考 虑 到 有 些 残 基 具 有 相同 的 功 能 ， 如 Arg 与 Lys， Lea | 
ie ate ett 
多 了 。 

经 过 他 们 的 比较 ， 在 所 有 动物 的 珠 蛋白 的 c 链 、 8 链 及 肌 红 霹 
蛋白 以 致 于 植物 的 豆 血 红 蛋 自 中 ， 有 两 个 位 置 上 的 氨基 酸 残 基 ， rs 
BICDIfik BE fyPheAlF 8 ik Be Eno HisZe 56 4 78 [Al AY 如 果 只 地 
较 哺 乳 类 的 gc 链 、8 链 和 肌 红 蛋白 的 一 级 结构 ， 则 有 5 个 残 基 位 置 和 
完全 相同 。 由 此 可 见 ， 在 生 物 界 亲缘 关系 远 的 物种 ， 一 级 结构 法 
老 异 较 大 ， 面 亲缘 关系 近 的 物种 则 差异 较 小 ， 于 人 本 
的 祖先 。 图 14*2 为 珠 蛋 白 的 进化 诗 。 


Loe 蛋 日 质 的 三 级 结构 与 进化 


BBR NG A A | 
Rossman 等 人 (1970 一 1980) 研 究 了 各 种 蛋白 质 的 结构 及 功能 的 “ 
LED, MEN Ho = te RH 
(consefvation) 。 

RINT MEMRAM HO 
构 ， 就 可 以 了 解 (1) 在 生物 的 进化 过 程 中 ， 某 些 氨基 酸 残 基 为 
PURI er HERE RH 
低 的 要 求 ? a! 

RAR en, REL AH 
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” 基 酸 顺序 更 为 保守 。 蛋 白质 分 子 最 保守 的 部 分 通常 存在 于 对 功 
“能 最 重要 的 折 迭 之 中 ， 例 如 ,各 种 脱 氨 酶 都 具有 B 折 迭 桶 的 基本 
TUE 

具有 相似 功能 的 蛋白 质 通常 都 是 由 相似 结构 的 蛋白 质 所 组 
成 。 例 如 ， 

@ 在 丝氨酸 蛋白 酶 类 (serine preteases) 中 , 胰 凝 乳 蛋白 酶 、 
胰 蛋 白 酶 及 弹性 蛋白 酶 的 一 级 结构 与 三 级 结构 极为 相似 ; 
四 在 各 种 动物 的 血红 蛋白 中 ，c，8B,Y 亚 基 的 三 维 结构 都 很 
相似 ; 

@ 在 细胞 色素 中 与 血红 素 基 团 连接 的 氨基 酸 残 基 及 其 折 迭 
部 分 非常 保守 。 各 种 生物 中 与 血红 素 的 连接 部 分 都 是 不 变 的 。 

Chothia 等 (1980) 比 较 了 9 种 球 蛋 白 的 结构 ， 发 现 其 中 相似 
的 三 级 、 三 级 结构 只 此 分 子 的 16% 。 但 是 ,其 中 螺旋 最 为 保守 ， 
在 各 种 球 蛋 白 中 不 变 。B- 转 角 的 结构 也 是 保守 的 。 例 如 ， 弹 性 
蛋白 酶 分 子 中 有 27 个 B- 转 角 ， 而 在 胰 凝 乳 蛋 白 酶 中 可 以 找到 其 
中 的 21 个 。 

在 不 同 蛋白 质 中 ， 平 行 B- 折 和 迭 片 的 拓扑 几何 花样 也 是 相同 
的 。Rossman 折 和 迭 (BaBopB) 也 是 一 种 保守 的 超 二 级 结构 。 

由 以 上 资料 可 以 看 出 ， 在 蛋白 质 分 子 中 二 级 结构 及 超 二 级 
结构 也 属于 保守 的 结构 。 
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